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1.    INTRODUCCIÓN. 
Las enfermedades neurodegenerativas comprenden una variedad de desórdenes 
progresivos del sistema nervioso central de origen genético-hereditario, traumático, 
esporádico o senil. La gran mayoría de las enfermedades neurodegenerativas presentan 
muerte celular programada de neuronas y/o de células de glía en su origen o su 
progresión. Dicho proceso de muerte, que constituye una etapa irreversible del daño al 
tejido nervioso, aparece independientemente de la causa primaria del desorden 
(Mattson, 2000). 
A su vez, durante el desarrollo del sistema nervioso tienen lugar numerosos 
procesos fisiológicos de muerte celular programada, lo que resulta esencial para la 
correcta morfogénesis y funcionalidad del sistema nervioso(Boya y de la Rosa, 2005; de 
la Rosa y de Pablo, 2000; Kuan et al., 2000; Oppenheim, 1991). El presente trabajo se 
basa en la hipótesis de que el conocimiento de los mecanismos que regulan la muerte 
celular fisiológica, como la que tiene lugar durante el desarrollo neural, podría 
contribuir a la comprensión de los procesos de muerte celular en situaciones 
patológicas. De esta forma, se contaría con nuevas herramientas y dianas para inducir 
neuroprotección y neurorreparación (Burek y Oppenheim, 1996; Martin, 2001; 
Nicholson, 2000; Nijhawan et al., 2000; Varela-Nieto et al., 2003; Yuan and Yankner, 
2000).  
La retina forma parte del sistema nervioso central y es un modelo bien 
establecido para el estudio tanto de procesos fisiológicos como patológicos del sistema 
nervioso. Dada la experiencia del grupo en los procesos de muerte celular durante el 
desarrollo de la retina de vertebrados, en concreto del embrión de pollo (Gallus gallus), 
el presente trabajo se centró en un grupo de desordenes heredo-degenerativos de la 
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retina conocidos globalmente como Retinosis Pigmentaria. Actualmente no hay 
tratamiento para la Retinosis Pigmentaria, aunque se están abordando estrategias de 
neuroprotección, terapia génica, neurorreparación y bioingeniería, utilizando 
básicamente modelos animales con degeneración de fotorreceptores (ratones rd, ratas 
RCS y otros modelos en perros, gatos, cerdos e, incluso, Drosophila). El ratón rd (rod 
degeneration) fue uno de los primeros modelos utilizados para el estudio de 
mecanismos celulares y moleculares que determinan la degeneración celular en la 
retinosis pigmentaria, habiéndose llegado a determinar la naturaleza apoptótica de la 
muerte de los fotorreceptores en dicho modelo animal (Chang et al., 1993).  
1.1. La retina de vertebrados. 
La retina neural de vertebrados es un tejido altamente especializado y sensible a 
la luz, que contiene células fotorreceptoras conectadas a una red neural para procesar la 
información visual. Todas las retinas de vertebrados tienen la misma organización 
laminar básica y función fisiológica. La retina contiene cinco tipos de neuronas: los 
fotorreceptores, las células bipolares, las células ganglionares, las células horizontales y 
las células amacrinas, y un tipo celular de glía generado endógenamente, la célula de 
Müller. También se encuentran astrositos y células de microglía de origen 
extrarretiniano.  Las neuronas de la retina están organizadas en seis capas alternativas, 
en las que los cuerpos celulares están localizados, de fuera a dentro del ojo, en la capa 
nuclear externa, la capa nuclear interna y la capa de células ganglionares. Por su parte, 
axones, dendritas y contactos sinápticos se localizan en la capa plexiforme externa, la 
capa plexiforme interna y la capa de fibras del nervio óptico, también de fuera a dentro 





Figura 1.1.- Representación esquemática de la retina laminar de vertebrados. Los núcleos  se 
agrupan formando capas. Se forman tres capas principales. La capa nuclear externa (CNE) donde se 
sitúan los núcleos de los fotorreceptores (rods y cones), la capa nuclear interna (CNI) donde se sitúan los 
núcleos de las células bipolares (BC), amacrinas (AC), horizontales (HC) y la glía de Müller, y la capa de 
células ganglionares (CCG), donde se localizan los núcleos de las células ganglionares (GC) y amacrinas 
desplazadas. Entre ellas se sitúan las conexiones sinápticas, formando las capas plexiformes externa 
(CPE), sinapsis entre células fotorreceptoras y bipolares, e interna (CPI), sinapsis entre bipolares y células 
ganglionares. (Modificado de Ramón y Cajal, 1911). 
 
La luz es absorbida por los fotorreceptores y se transmite por las células 
bipolares a las células ganglionares. Los axones de las células ganglionares de la retina 
se unen para formar el nervio óptico y terminar en la corteza visual primaria. 
Los fotorreceptores son células sensibles a la luz que exhiben unas 
características fisiológicas únicas. Existen dos tipos de fotorreceptores: los conos y los 
bastones. Estas células son morfológicamente y fisiológicamente distintas. El ojo 
humano contiene aproximadamente 120 millones de bastones y alrededor de 6 millones 



















extremadamente sensible a la luz, por lo que son responsables de la visión nocturna. El 
sistema de conos tiene una alta resolución espacial, pero es unas 100 veces menos 
sensible a la luz que los bastones. Los conos son responsables de la visión diurna y en 
color. Los fotorreceptores maduros son neuronas altamente polarizadas que contienen 
cuatro compartimentos distintos: el segmento externo, el segmento interno, una zona 
ciliar fina y el terminal sináptico (Fig. 1.2).  
 
Figura 1.2.- Esquema de la célula fotorreceptora de tipo bastón de vertebrados. Los fotorreceptores 
presentan una polarización y compartimentalización en segmento externo, donde están los discos 
membranosos con la maquinaria de fototransducción, y segmento interno, donde está el núcleo y los 
organelos celulares habituales, ambos unidos por un cilio conector. En los discos membranosos se sitúa 
el pigmento visual, rodopsina, cuyo cromóforo es la molécula 11-cis-retinal. (Reproducido de Hargrave et 
al., 1993). 
 
El segmento externo consiste en un conjunto de finos discos membranosos en 
donde se lleva a cabo la cascada de fototransducción. Por su parte, en el segmento 
interno se encuentra la mayoría de la maquinaria metabólica del fotorreceptor, 
incluyendo el retículo endoplásmico, el aparato de Golgi y las mitocondrias. Entre el 
segmento interno y externo se intercambian o transportan metabolitos y compuestos 
celulares a través del cilio conector.  
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1.1.1. Mecanismo de Fototransducción. 
El proceso de fototransducción visual en vertebrados empieza por la absorción 
de la luz por la rodopsina situada en los discos membranosos y culmina en la 
hiperpolarización de la membrana plasmática de los fotorreceptores. Estos dos eventos 
están ligados por una maquinaria de señalización bioquímica altamente sofisticada y 
elegantemente organizada (Burns y Arshavsky, 2005) (Fig. 1.3). La rodopsina, que es el 
pigmento visual de los bastones, está compuesta por la proteína opsina y un cromóforo, 
el 11-cis-retinal. Está presente en la membrana de los discos membranosos a una alta 
densidad. Los fotones son absorbidos por la rodopsina (o la opsina, en el caso de los 
conos), lo que provoca la isomerización de su cromóforo de 11-cis-retinal a todo-trans-
retinal, lo que se conoce como meta-rodopsina II o R
*
. Tras un milisegundo, R
*
 cataliza 
el intercambio GDP/GTP en la subunidad   de la transduccina (G t). La G t*GTP, a su 
vez, estimula la actividad fosfodiesterasa (PDE) por su unión  a la subunidad ! de la 
PDE, liberando así esta subunidad inhibitoria de la subunidades catalíticas de la PDE,   
y ". La actividad de la PDE reduce la concentración GMP cíclico (cGMP) en el 
citoplasma del fotorreceptor, lo que lleva al cierre de los canales catiónicos. En 
oscuridad, la membrana de los segmentos externos de los fotorreceptores está 




 a través de un canal de cationes 
dependiente de cGMP. La activación de la cascada de fototransducción baja los niveles 
de cGMP y esto reduce la frecuencia de apertura de los canales catiónicos. Esto causa 
una hiperpolarización de los fotorreceptores y una depleción local de Ca
2+
 intracelular. 
En ausencia de estímulo lumínico, los canales catiónicos dependientes de cGMP tienen 





-ATPasa, para mantener los gradientes electrolíticos. Esta alta 
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actividad metabólica se ve reflejada en el gran número de mitocondrias que tiene el 
fotorreceptor y su impresionante consumo de oxígeno (Steinberg, 1987).  
 
Figura 1.3.- Esquema de la cascada de fototransdución. La luz causa la fotoisomerización de la 
rodopsina, activando a la proteína G transducina. La subunidad   unida a GTP activa la enzima 
fosfodiesterasa (PDE), la cual degrada cGMP a GMP. La disminución en los niveles de cGMP provoca el 
cierre de canales catiónicos, lo que resulta en una disminución de la entrada de Ca
2+
 y la 
hiperpolarización del potencial de membrana. La disminución de la concentración de Ca
2+
 intracelular 
desinhibe la proteína GCAP (del inglés Guanylate-Cyclase-Activating Protein), lo que lleva a la activación 
de la guanilato ciclasa (GC) que sintetiza cGMP y re-establece la situación de partida. (Reproducido de 
Kramer y Molokanova, 2001). 
 
 Así como la hidrólisis del cGMP está regulada por la luz (por la activación de la 
PDE), también lo está su síntesis, aunque de forma indirecta a través de los cambios en 
la concentración de Ca
2+
 citoplásmico. La luz causa una reducción de Ca
2+
 en el 
segmento externo, ya que este continúa saliendo a través de los canales de salida de 
Ca
2+
, mientras su entrada a través de los canales dependientes de cGMP está reducida.  
La función del Ca
2+ 
está  altamente compartimentalizada. En el segmento 
externo controla la adaptación a la luz del fotorreceptor ajustando independientemente 
la ganancia de la fototransducción en varios estadios de la cascada de transducción de la 
luz. En el segmento interno y el terminal sináptico, el Ca
2+ 
regula el metabolismo, la 
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liberación de glutamato, el movimiento del citoesqueleto, la expresión de genes y la 
muerte celular. Los dos segmentos tienen poco en común respecto a la homeostasis de 
Ca
2+
. La concentración citoplásmico de Ca
2+
 en el segmento externo está en el rango 
300-500 nM. Estos niveles son lo suficientemente altos para regular la maquinaria de 
fototrasducción pero, a su vez, están por debajo de los necesarios para inducir una 
citotoxicidad mediada por Ca
2+
. Si la concentración de Ca
2+
 citoplásmico sube por 
encima de 500 nM, se dispara la apoptosis (Krizaj y Copenhagen, 2002). Posiblemente 
por eso los fotorreceptores han desarrollado eficientes mecanismos de extrusión de 
Ca
2+
, y de tamponamiento e internalización en los compartimentos de almacenaje 
(Krizaj et al., 1999; Krizaj y Copenhagen, 1998; Miller et al., 1994).  
1.2. Desarrollo de la retina neural en ratón. 
El ratón (Mus musculus) es un buen modelo vertebrado para estudios 
fisiológicos y patológicos, en especial a partir de su uso para generar animales 
transgénicos y mutantes. El desarrollo embrionario del ratón dura aproximadamente 20 
días, dependiendo de la estirpe. Como mamífero que es, el ratón no nace totalmente 
maduro, sino que continúa su maduración a lo largo de las tres primeras semanas 
postnatales, hasta el destete que tiene lugar hacia día postnatal (P) 20.  
1.2.1. Generación de tipos celulares. 
La neurogénesis de la retina comienza tras el cierre del tubo neural, evento que  
ocurre aproximadamente hacia día embrionario (E) 8,5. La complejidad estructural y 
funcional de la retina se origina a partir de un neuroepitelio pseudoestratificado, en 
concreto del proveniente del prosómero 6 (Rubenstein et al., 1994). La retina neural del 
ratón comienza su desarrollo en día E10 y deja de proliferar hacia P9, pero no alcanza 
su madurez hasta día P20, aproximadamente. Procesos secuenciales de regionalización, 
proliferación, diferenciación y muerte celular, finamente coordinados y regulados, van a 
INTRODUCCIÓN
 9
generar la compleja citoarquitectura de la retina, al igual que en el resto del sistema 
nervioso. Los diferentes tipos celulares se producen en un orden temporal estereotípico, 
que está bastante conservado en los vertebrados. Los seis tipos celulares de la retina 
derivan de un conjunto de precursores pluripotentes proliferativos. Estos pasan por una 
serie de estadios de competencia durante los cuales parecen generan un subtipo celular 
en particular. Así pues, el momento de salida del ciclo celular parece estar 
estrechamente ligado con la especificación del destino celular (Cepko et al., 1996; 




Figura 1.4.- Esquema de los periodos de nacimiento de los diferentes tipos de células de la retina. 
La neurogénesis de la retina tiene lugar en un orden histogénico determinado. Las células ganglionares y 
horizontales comienzan a generarse en primer lugar, seguidas por fases solapantes de conos, células 
amacrinas, bastones, células bipolares y glía de Müller. Las curvas representan valores relativos a las 
proporciones que se producen de cada tipo celular en un momento dado del desarrollo del ratón. 
(Reproducido de Marquardt y Gruss, 2002). 
 
En todas las especies de vertebrados examinadas hasta ahora, las células 
ganglionares son las primeras en generarse, seguidas por las células horizontales, los 
conos, amacrinas, bastones, bipolares y, finalmente, las células de la glía de Müller. En 
el ratón, los fotorreceptores se originan a lo largo de todo el periodo de neurogénesis de 
la retina. El pico de nacimiento de conos ocurre entre E13 y E14, no encontrándose 
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generación de conos después de E16. Por el contrario, los bastones nacen más tarde y 
durante periodo de tiempo más largo. Los primeros aparecen en la retina central hacia 
E13, el pico de máxima generación ocurre alrededor del nacimiento, y algunos siguen 
generándose después de P5. Para ambos, conos y bastones, los picos de génesis en la 
periferia ocurren dos o tres días después que en la retina central (Carter-Dawson y 
LaVail, 1979; Young, 1985). En el desarrollo del bastón, el tiempo estimado que 
transcurre desde el momento en que hace su última mitosis hasta que expresa rodopsina  
es de 5 ó 6 días para los que han nacido después de E19, y de 7-8 días, para los que 
nacieron antes (Morrow et al., 1998b). Después, aún tienen que desarrollar el segmento 




Figura 1.5.- Esquema del desarrollo de los bastones in vivo. Durante el desarrollo y maduración de los 
bastones se da un intervalo de tiempo variable desde la mitosis terminal de los precursores de bastones 
hasta la expresión de rodopsina. Para la mayoría de los precursores de bastones, que nacen después de 
E19, dicho intervalo es de 5,5-6,0 días. Sin embargo, los nacidos antes de E19, tienen intervalos de 
tiempo más largos, ya que la expresión de rodopsina no comienza en la retina hasta aproximadamente P4 









1.2.2. Muerte Celular Programada. 
La muerte celular programada es un proceso fisiológico necesario para la 
correcta morfogénesis de la retina, así como del sistema nervioso en general. En 
concreto, se producen al menos dos fases de muerte en la retina de vertebrados. Una 
primera fase de muerte, que afecta a células neuroepiteliales en proliferación y 
neuroblastos recién diferenciados, está poco caracterizada morfológica y 
funcionalmente (Boya y de la Rosa, 2005; de la Rosa y de Pablo, 2000; Yeo y Gautier, 
2004). La mejor caracterizada es la tardía, en la segunda mitad del desarrollo de la 
retina, que está asociada al proceso de diferenciación y maduración celular. Esta fase de 
muerte afecta primero a las células ganglionares, alcanzado su pico máximo de muerte 
hacia P2. En la capa nuclear interna, donde se sitúan varios tipos celulares, se encuentra 
un pico de muerte hacia P10, que desaparece en la segunda semana de vida, cuando 
ocurre la muerte de los fotorreceptores, más escasa, que tiene un pico hacia P15.   
Para la tercera semana de vida, la muerte total de la retina es casi imperceptible (Mervin 
y Stone, 2002; Young, 1984). 
 
Figura 1.6.- Incidencia de muerte celular a lo largo del desarrollo de la retina de ratón. Los 
porcentajes de células apoptóticas en cada capa se representan por gráficas de diferente color. Se 
observa una fase temprana entre las células neuroepiteliales, con un pico a E10,5. Una fase tardía afecta 
ya a poblaciones neuronales, con picos a P2, P9 y P15 en las diferentes capas de la retina. Nbl, capa de 
neuroblastos; INbL, capa de neuroblastos interna; ONbL, capa de neuroblastos externa; ONL, capa 
nuclear externa; INL, capa nuclear interna; GCL, capa de células ganglionares (Reproducido de Pequignot 
et al., 2003). 
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 Los fotorreceptores, al igual que otros tipos neuronales y gliales, parecen 
producirse en mayor número, y después son seleccionados por muerte celular hasta 
alcanzar su número final. En la retina de ratón adulta, los valores medios son 97,2 % de 
bastones y un 2,8 % de conos, entre los fotorreceptores (Carter-Dawson y LaVail, 1979; 
Jeon et al., 1998). Tomando como valor de referencia el tamaño de la retina de ratón 
C57Bl/6 adulta (14,5 mm
2
) se estima una media de 437.000 bastones por mm
2
, lo que 
supone un total de 6,4 millones de bastones por retina.  El número total de conos 
estimados es de 180.000 (12.400 por mm
2
). El estudio del grupo de Masland (Jeon et
al., 1998) se resume en la Tabla 1.I. 
Tabla 1.I.- Las poblaciones celulares de la retina de ratón. Se muestran la densidad y proporción de 
cada tipo celular de la retina adulta de ratón por capa nuclear analizada (Resumido de Jeon et al., 1998). 
 
1.3. La insulina. 
En vertebrados adultos, la insulina plasmática procede mayoritariamente de las 
células " del páncreas, que están formando parte de agrupaciones conocidas como 
islotes de Langerhans. En las células " el mRNA del gen de la insulina es traducido 
primariamente a preproinsulina, que contiene un péptido señal y las cadenas B y A 
conectadas por el péptido C. El péptido señal se escinde en el retículo endoplásmico 






































rugoso, antes de que la traducción haya sido completada, dando proinsulina (9 kDa), 
que constituye el producto primario de traducción (Orci et al., 1988) (Fig. 1.7). 
 
Figura 1.7.- Representación esquemática del transcrito de insulina y la proteína. El mRNA  de 462 
pares de bases (pb) del gen de la insulina humana consta de 3 exones (E1, E2, E3). La secuencia que se 
traduce (ORF) de 347 pb. da lugar a la secuencia peptídica de 110 aminoácidos (aa) de la preproinsulina. 
Cuando el péptido señal se escinde, la proteína resultante es la proinsulina, que consta de una cadena B, 
una cadena A y su conexión por el péptido C. 
 
Las moléculas de proinsulina son transportadas al aparato de Golgi, donde se 
pliegan y empaquetan en gránulos de secreción junto con las proteasas específicas PC2 
y PC3 (del inglés prohormone convertase). Durante la maduración de los gránulos, la 
proinsulina se procesa a insulina (6 kDa) liberando el péptido C (Steiner et al., 1984). El 
procesamiento de proinsulina a insulina no es completo, ya que se han encontrado 
pequeñas cantidades de proinsulina (alrededor del 2 % de la cantidad total) en extractos 
de páncreas en varias especies (Steiner et al., 1990; Tuch, 1992). 
En el humano se ha identificado un único gen de la insulina (Bell et al., 1980). 
Sin embargo, en rata y ratón hay dos genes con alta homología, mayor del 90%, en 
secuencia de nucleótidos (Rinderknecht y Humbel, 1978). En vertebrados, los genes de 
la insulina están típicamente formados por tres exones: el primero corresponde con 
región 5’ no traducida (5’UTR), el segundo codifica para la cadena B y parte del 
 E1 E2 E3 
5’UTR 3’UTR ORF (347pb) 
pept.señal Cadena B Péptido C Cadena A 
110 aa 
  82 aa 




Cadena B Péptido C Cadena A 
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péptido C,  y el tercero comprende la parte final del péptido C, la cadena A y la región 
3’ no traducida. En el humano, el mRNA codifica para una secuencia de 110 
aminoácidos, al igual que en el ratón, con un 81,8% de homología con la secuencia de 
aminoácidos de la preproinsulina 2 de ratón. El tamaño y secuencia de aminoácidos de 
las cadenas A y B están muy conservados en vertebrados; sin embargo, hay una mayor 
variabilidad en la composición del péptido C.   
Se considera que la proinsulina 1 de ratón se ha originado por retrotransposición 
de un cDNA parcialmente procesado del gen de la proinsulina 2 (Soares et al., 1985). 
Estas dos proteínas sólo difieren en dos aminoácidos en la cadena B y tres aminoácidos 
en el péptido C. En el páncreas de ratón se expresan ambas proteínas, siendo los niveles 
de proinsulina 2 el doble que los de la 1 (Deltour et al., 1993). Se supone que los dos 
genes de insulina en rata y ratón tienen una regulación diferente, al igual que lo que se 
observa en Xenopus. Esta especie también tiene dos genes de insulina no-alélicos. 
Ambos se co-expresan en el páncreas, pero presentan expresión diferencial durante la 
neurulación en embriones prepancreáticos (Shuldiner et al., 1991). 
1.3.1. Expresión y función de la insulina extrapancreática. 
La insulina ha sido considerada tradicionalmente una hormona prototípica. 
Sintetizada y secretada por el páncreas endocrino en respuesta a la glucemia, llega por 
el torrente circulatorio a sus tejidos diana donde realiza su acción biológica en el 
metabolismo de la glucosa. Sin embargo, se han ido acumulando evidencias sobre la 
producción de insulina por tejidos no pancreáticos, tanto adultos como embrionarios. 
(Devaskar et al., 1994; Giddings y Carnaghi, 1990; Hernández-Sánchez et al., 2006; 
Muglia y Locker, 1984; Rau et al., 1989; Rosenzweig et al., 1980). En particular, en el 
sistema nervioso, la insulina, en la forma de su precursor proinsulina, parece actuar de 
forma autocrina/paracrina, regulando procesos biológicos relacionados con desarrollo, 
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tales como proliferación, diferenciación y supervivencia celular (de Pablo y de la Rosa, 
1995; Hernández-Sánchez et al., 2006; Varela-Nieto et al., 2003). Aunque la 
proinsulina se puede considerar como un precursor metabólicamente poco activo de la 
insulina hormonal, en su papel como factor de crecimiento muestra una acción 
estimuladora de la neurogénesis de una potencia similar a la de la insulina y el IGF-I 
(Hernández-Sánchez et al., 1995). En estadios embrionarios pre-pancreáticos y en la 
retina embrionaria de pollo, la proinsulina permanece sin procesar debido a la falta de 
expresión de al menos una de las convertasas, la PC2 (Alarcon et al., 1998; Devaskar et 
al., 1994; Hernández-Sánchez et al., 2002). La secreción de proinsulina en estos tejidos 
también es diferente a la del páncreas. En retinas embrionarias en cultivo la liberación 
de proinsulina al medio, aún en ausencia de secretagogos, ocurre rápidamente y de 
forma constitutiva (Hernández-Sánchez et al., 1995), quizás debido a que no existen en 
etapas embrionarias los gránulos secretores especializados (Kelly, 1985). 
1.3.2. Receptores de insulina y vías de señalización. 
El receptor de insulina (IR) y el receptor de IGF tipo I (IGF-IR) pertenecen a la 
gran familia de receptores con actividad tirosina quinasa. Entre sí tienen un 70% de 
homología en secuencia de aminoácidos. Ambos receptores son homodímeros  2"2, 
estabilizados mediante puentes disulfuro incluso en ausencia de ligando, a diferencia de 
otros receptores tirosina quinasa que dimerizan tras la unión del ligando (Fig. 1.8).  La 
subunidad   es extracelular y tiene el dominio de unión al ligando. La subunidad " está 
anclada en la membrana plasmática por un dominio transmembrana y tiene un dominio 
citoplásmico donde reside la actividad tirosina quinasa (Ullrich et al., 1985; Ullrich et 
al., 1986). Aunque el IR une preferencialmente insulina, también puede unir proinsulina 
con unas 10 veces menor afinidad, así como IGF-I e IGF-II con 100 veces menos 
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afinidad. Por su parte, IGF-IR une IGF-I e IGF-II, pero también insulina con 100-1000 
veces menos afinidad; prácticamente no une proinsulina.  
 
Figura 1.8.- Esquema de la señalización de los factores de la familia de la insulina. El receptor de 
insulina (IR) y el receptor de IGF-I (IGF-IR) son heterotetrámeros  2 ! 2.  El receptor híbrido (HybridR) está 
compuesto por una hemimolécula del IR y otra del IGF-IR. Las subunidades extracelulares   unen 
preferentemente los ligandos indicados (Ins, insulina; ProIns, proinsulina; IGF-I; IGF-II, M6P, manosa 6-
fosfato). Las IGFBPs (del inglés IGF-Binding Proteins) se unen preferentemente a los IGFs. Las 
subunidades ! de cada receptor son un polipéptido transmembrana con un dominio catalítico tirosín-
quinasa altamente conservado. La unión de ligando a su receptor resulta en una autofosforilación del 
receptor en los residuos tirosina y una subsiguiente fosforilación de proteínas intracelulares. Entre ellas 
están los IRS-1/3 (del inglés Insulin-Receptor Substrates) que fosforilan la subunidad reguladora de la 
PI3-K (del inglés PhosphatdylInositol 3-Kinase). Esto lleva a una activación de la proteína PKB/Akt, una 
serín-treonín quinasa, que activa FKHR-L1 (factor de trascripción Forkhead), inactiva Bad fosforilándolo y 
bloquea la procaspasa 9, lo que lleva a la inactivación de la apoptosis, es decir, supervivencia celular. 
Otra vía de señalización activada por la unión de insulina/IGF-I es la cascada que incluye Ras, Raf y 
MEK, la cual lleva a la activación de ERK1/2 (proteínas quinasas activadas por mitógenos). Para 
simplificar, la representación de las vías intracelulares están representadas para IGF-IR, pero estas vías 
son compartidas por IR (Reproducido de Varela-Nieto et al, 2003). 
 
Se han identificado dos isoformas de IR originadas por procesamiento 
alternativo del exón 11, que codifica para 12 aminoácidos en el extremo C-terminal de 
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la subunidad  . La isoforma A (IR
A
), que no incluye el exón 11, presenta mayor 
afinidad por insulina y por IGF-II que la isoforma B (IR
B
), que sí incluye los 12 
aminoácidos del exón 11 (Benecke et al., 1992; Seino et al., 1989).  En tejidos donde se 
co-expresan IR e IGF-IR se pueden formar receptores híbridos, que consisten en la 
heterodimerización de un monómero  " de cada receptor. Las características de unión 
de los receptores híbridos parecen depender de la isoforma de la hemimolécula del IR 
que incluyen. El híbrido IGF-IR/IR
A
 es un receptor promiscuo que une con alta afinidad 
insulina, IGF-I e IGF-II, mientras que IGF-IR/IR
B
 une casi exclusivamente IGF-I 
(Pandini et al., 2002). Aunque no se ha caracterizado el receptor a través del cual 
señaliza la proinsulina, estudios previos en el embrión de pollo sugieren que podría 
tratarse de un receptor híbrido con poca capacidad de discriminación entre los diferentes 
ligandos de la familia (García-de Lacoba et al., 1999). 
La unión del factor de crecimiento a su receptor induce la autofosforilación del 
receptor en residuos de tirosina, estimulándose su actividad tirosina-quinasa sobre 
sustratos intracelulares como Shc o los IRS (del inglés insulin receptor substrates). La 
fosforilación de Shc e IRS1 permite la activación de dos vías de señalización, cuyas 
principales mediadores son MAPK (del inglés mitogen activated protein kinase) y PI3K 
(Fosfatidilinositol-3 quinasa). La vía de señalización de las MAPK está implicada en 
procesos de proliferación y diferenciación, mediante la regulación de la expresión en el 
núcleo de factores de transcripción como CREB (Combettes-Souverain y Issad, 1998). 
Por otra parte, la vía de señalización de PI3K interviene en la regulación del tamaño 
celular, el metabolismo,  transmite una fuerte señal antiapoptótica y puede promover 





1.3.3. Regulación de la muerte celular programada por proinsulina/insulina 
durante el desarrollo del sistema nervioso. 
Respecto a la posible función de la proinsulina en las etapas tempranas del 
desarrollo del sistema nervioso, nuestro grupo ha caracterizado una expresión 
prominente del mRNA de proinsulina en el embrión de pollo en neurulación y la retina 
embrionaria de pollo que precede a la expresión del mRNA de IGF-I (Alarcón et al., 
1998; Díaz et al., 2000; Morales et al., 1997). La interferencia con el receptor de 
insulina, usando tanto anticuerpos bloqueantes en la retina de pollo como 
oligonucleótidos antisentido en el embrión en neurulación de pollo, produce un aumento 
de la apoptosis en estos sistemas (Díaz et al., 2000; Hernández-Sánchez et al., 2002). 
Además, se vio que la insulina y la proinsulina, además del IGF-I, eran capaces de 
prevenir de la muerte celular inducida por deprivación de factores de crecimiento en 
embriones y neuroretinas en cultivo (Díaz et al., 1999; Hernández-Sánchez et al., 2002; 
Morales et al., 1997). Así pues, insulina y proinsulina previenen la muerte celular 
programada en células neuralesde retina y neuroblastos recién salidos de ciclo. 
Los niveles de muerte celular deben de estar regulados finamente. Tanto la 
reducción como el incremento en los niveles normales están asociados al desarrollo de 
fenotipos muy graves (Boya y de la Rosa, 2005; Kuida et al., 1998; Roth y D'Sa, 2001). 
La posibilidad de que una célula sobreviva o sufra apoptosis depende del balance entre 
las señales pro- y anti-apoptóticas a diversos niveles: extracelular, citoplásmico, 
mitocondrial y nuclear (Joza et al., 2002; Strasser et al., 2000). La proinsulina podría 
considerarse un factor de crecimiento anti-apoptótico, cuyos niveles han de estar sujetos 
a una regulación fina, favoreciendo la supervivencia, pero permitiendo a la vez cierto 
grado de muerte celular que asegure un correcto desarrollo. Esto se vió en el embrión en 
neurulación, donde tanto la disminución de la señalización de proinsulina como su 
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aumento ocasionaron malformaciones (Hernández-Sánchez et al., 2003). 
1.4. Las enfermedades heredodegenerativas de la retina. 
Muchas enfermedades oculares neurodegenerativas tienen componentes 
genéticos. En una revisión reciente de enfermedades oculares humanas hereditarias se 
han identificado y mapeado 182 loci genéticos distintos (MacDonald et al., 2004). La 
retinosis pigmentaria comprende un amplio grupo de desordenes hereditarios de la 
retina y representa una de las mayores causa de ceguera en el mundo, con una 
incidencia aproxima de una persona entre 4000. Se han caracterizado al menos 40 loci y 
32 genes para la Retinosis Pigmentaria. A pesar del gran número de loci identificados, 
el defecto molecular no se puede identificar en más del 60% de los pacientes afectados 
(Wang et al., 2005). 
La Retinosis Pigmentaria afecta la mayor parte de las veces a los fotorreceptores, 
principalmente a los bastones de la retina. Los cuadros clínicos iniciales que presentan 
los afectados incluyen ceguera nocturna, visión “en tunel” y fondo de ojo con acúmulo 
de pigmento. La enfermedad evoluciona inevitablemente a una ceguera total en la 
mayoría de los casos. Las características clínicas fundamentales de este grupo de 
enfermedades fueron descritas hace años y siguen vigentes en la práctica oftalmológica. 
También se presentan cuadros ambiguos, incompletos, o sindrómicos.  
1.4.1. Modelos animales. 
La disponibilidad de modelos animales, primero espontáneos y luego 
experimentales, ha posibilitado el estudio del fenotipo molecular y celular de la 
neurodegeneración. Keeler describió la primera degeneración de retina en ratón hace 
más de 80 años y la llamó “rodless” retina (Keeler, 1966). Después se identificó la 
mutación rd1 que coincidía con la descripción de Keeler (Pittler et al., 1993). La 
INTRODUCCIÓN
 20
degeneración de retina tipo 1 (Pde6b
rd1
) se debe a una alteración en la actividad de la 
subunidad " de la fosfodiesterasa de GMP cíclico específica de bastones (Bowes et al., 
1990). Los bastones degeneran primariamente, seguidos por una degeneración 
secundaria de conos. En el ratón rd1 a P17, sólo sobrevive el 2% de los bastones, 
mientras que aún persiste el 75% de los conos (Carter-Dawson et al., 1978). Más 
adelante se va a afectar también el sistema vascular (Blanks y Johnson, 1986), lo que 
contribuye a la pérdida de células ganglionares y fibras ópticas que se observa en los 
ratones rd1 en edades avanzadas (Wang et al., 2000). Esta mutación también se 
encuentra en los humanos (McLaughlin et al., 1993), dando cuenta de aproximadamente 
un 5% de los casos de Retinosis Pigmentaria.  Existen numerosos modelos rd en ratón, y 
algunos llevan mutación en el gen de la PDE. 
Figura 1.9.- Degeneración de la retina en los modelos rd1 y rd10. Comparación de cortes histológicos 
de retina de ratón C57Bl/6J silvestre a 3 meses de edad, que presenta todas las capas nucleares (CNE, 
CNI, CCG), ratón rd1 a 21 días de edad, en el que la capa de fotorreceptores (CNE) ha desaparecido, y 
ratón rd10 a 24 días de edad, que aún mantiene tres o cuatro filas de fotorreceptores en la CNE 




El gen Pde6b codifica para la subunidad " de la fosfodiesterasa de GMP cíclico, 
específica de bastones. Comprende 22 exones y está localizado en el cromosoma 5 del 
genoma de ratón. El ratón rd1 sufre una severa y temprana degeneración de retina 
debido a una inserción de un virus murino que introduce una mutación sin sentido en el 
exón 7 del gen (Pittler y Baehr, 1991). Por su parte, la degeneración de retina en el ratón 






rd10 está causada por un mutación puntual en el exón 13 de este mismo gen y cursa más 
lentamente en su proceso degenerativo que la mutación rd1 (Chang et al., 2002) 
(Fig.1.9). En la actualidad, hay una mayor disponibilidad de estirpes de ratones rd en los 
que la disfunción está genéticamente caracterizada. Los diferentes ratones rd 
proporcionan un modelo ideal para el ensayo de nuevas aproximaciones terapéuticas al 
tratamiento de las distrofias hereditarias de la retina, ya que permiten estudiar el proceso 
degenerativo de los fotorreceptores desde un punto de vista molecular, celular y 
genético. 
1.4.2. Mecanismos de muerte celular en la degeneración de retina. 
En todos los casos estudiados, independientemente de la mutación que cause la 
Retinosis Pigmentaria, la pérdida de fotorreceptores se produce por un proceso que 
podría ser de tipo apoptótico. El patrón de muerte celular a lo largo de las tres primeras 
semanas de vida en el modelo rd1 fue descrito por el grupo de Rubén Adler (Portera-
Cailliau et al., 1994)( Fig. 1.10). 
Figura 1.10.- Patrón temporal de muerte celular en la retina normal y en neurodegeneración. 
Gráficas de incidencia de muerte en la retina postnatal de ratones silvestres (A) y rd (B), obtenidas 
mediante cuantificación de células TUNEL positivas en secciones histológicas de retina.  Los patrones de 
muerte son comparables hasta P10, edad a partir de la cual se dispara la muerte en la capa de 





Más allá de la naturaleza apoptótica de la degeneración, la caracterización del 
proceso degenerativo en los modelos rd está sujeta a gran controversia. Inicialmente se 
consideraba que la muerte que sucedía era del tipo apoptótico clásico basándose en la 
aparición de células positivas para la técnica TUNEL y cuerpos picnóticos (Chang et
al., 1993; Portera-Cailliau et al., 1994; Reme et al., 1998; Wong, 1994). Pero el estudio 
con inhibidores de caspasas, principales ejecutoras del proceso apoptótico (Yoshizawa 
et al., 2002), y el uso de ratones nulos para la caspasa 3 (Zeiss et al., 2004), indicaron 
que, posiblemente, la muerte no era del tipo apoptótica mediada por caspasas. O, al 
menos, que era posible la activación de vías alternativas. En la actualidad se aceptan 
multitud de mediadores y ejecutores de la muerte programada, incluyendo caspasas, 
catepsinas, calpainas, etc… (Leist y Jaattela, 2001). En la retina en degeneración, 
incluido el modelo rd1, se ha visto activación de caspasa 3 en los fotorreceptores 
(Jomary et al., 2001; Kim et al., 2002). Sin embargo, estos datos no establecen una clara 
relación causa-efecto entre la activación de caspasas y la muerte de fotorreceptores. 
Otras evidencias indican que la muerte celular en las degeneraciones retinianas puede 
estar mediada por mecanismos caspasa dependientes e independientes (Rohrer et al., 
2004). La eliminación del gen de la caspasa 3 en el modelo rd1 resulta en un retardo del 
proceso de muerte que, sin embargo, se sigue produciendo con fenotipo TUNEL 
positivo (Zeiss et al., 2004). El grupo de Cotter realizó experimentos en el modelo rd1 
seleccionando la población de fotorreceptores por citometría de flujo, evitando así la 
contaminación de los resultados por otros tipos celulares de la retina. Cuando, de está 
forma, se siguió el proceso de muerte celular, se observó como el citosol y, 
subsecuentemente, las mitocondrias, se sobrecargan de Ca
2+
. En el pico de muerte 
encontraban depolarización de la membrana mitocondrial y liberación de especies 
reactivas de oxígeno (ROS). Asimismo, encontraron una activación de calpainas. Sin 
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embargo, los inhibidores específicos de calpainas no lograban detener la degeneración 
de los fotorreceptores, lo que podía deberse a que también encontraban activación de la 
catepsina D (Doonan et al., 2005). Se ha demostrado una elevación de la concentración 
de Ca
2+
 en la retina de los ratones rd (McCarthy et al., 1994; Ratto et al., 1988). A P3, 
la concentración de Ca
2+
 en la retina es similar en los ratones rd y wt. Por el contrario, la 
concentración de Ca
2+
 en las retinas de P5, P7, P10, P15 y P17 se incrementa en un 
18%, 40%, 122%, 189% y 67% de ratones rd, respectivamente, mientras que a P20 
decrece hasta 42% (Fox et al., 1999). La disminución de la concentración de Ca
2+
 a P20 
reflejaría la perdida de la casi totalidad de los bastones a esta edad (Farber et al., 1988). 
Este patrón de elevación de la concentración de Ca
2+
 y un incremento en la 
fragmentación del DNA de alto peso molecular en los ratones rd, va paralelo a las 
observaciones de incremento de la concentración de cGMP y células TUNEL positivas 
(Farber y Lolley, 1974). Además se han descrito distintas alteraciones moleculares en 
las retinas de los ratones rd1, como la inactivación de la vía de supervivencia de Akt en 
el modelo rd1, sugiriendo que su regulación a la baja podría ser un inductor de 
apoptosis en la degeneración de retina (Jomary et al., 2006). 
1.4.3. Terapias actuales. 
Actualmente no existe tratamiento efectivo para la Retinosis Pigmentaria. Por 
ello, se están abordando diferentes terapias utilizando estrategias de neuroprotección, 
terapia génica, neurorreparación y bioingeniería, utilizando básicamente modelos 
animales con degeneración de fotorreceptores: ratones rd, ratas RCS y otros modelos en 
perros, gatos, cerdos e, incluso, Drosophila. Las intervenciones de terapia génica 
tenderían a reintroducir una copia funcional del gen mutado causante de la 
neurodegeneración. En este sentido, se han realizado progresos con adenovirus 
recombinantes o vectores asociados a adenovirus. En concreto, mediante la reposición 
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de la subunidad " de la fosfodiesterasa de cGMP específica de bastones ("PDE) en el 
ratón rd neonatal, se ha logrado un rescate histológico del fenotipo rd de, al menos, 6 
semanas (Bennett et al., 1996). La posible aplicación de esta terapia en humanos 
requeriría la identificación inequívoca del gen mutado en cada paciente, lo que en la 
actualidad sólo sería posible en el 40% de los casos (Wang et al., 2005). 
 Por otra parte están las terapias de neurorreparación, como el transplante de 
células madre neurales o precursores celulares con el fin de desarrollar nuevos 
fotorreceptores. Si bien esta terapia parece atractiva, presenta como gran problema el 
que los nuevos fotorreceptores tienen que restablecer nuevamente conexiones 
apropiadas con las neuronas de la retina interna. Las técnicas de bioingeniería, como es 
el uso de prótesis retinianas, también requieren que las neuronas de la retina interna 
preserven tanto sus propiedades funcionales como su conectividad tras la degeneración 
de fotorreceptores, con el fin de poder ser estimuladas eléctricamente o inducidas para 
formar conexiones sinápticas funcionales. Sin embargo, se han encontrado alteraciones 
significativas en las neuronas de la retina interna en modelos de degeneración en retina 
de ratón (Jones y Marc, 2005; Marc et al., 2003; Varela et al., 2003).  
 Por su parte, la neuroprotección inducida mediante tratamiento con factores de 
crecimiento persigue evitar la muerte celular asociada al proceso neurodegenerativo. En 
este sentido, se han probado de diferentes formas de administración en varios modelos 
animales con degeneración de retina. Los primeros intentos consistieron en inyecciones 
intravítreas de varias proteínas recombinantes, en ratas o ratones con degeneración de la 
retina (Faktorovich et al., 1990; LaVail et al., 1992). Dichos experimentos demostraron 
que el FGF2 enlentecía la degeneración de fotorreceptores en ratas RCS. También se ha 
demostrado que varios factores de supervivencia, incluyendo el FGF2, FGF1, BDNF y 
CNTF, disminuyen la muerte de fotorreceptores en modelos de degeneración retiniana 
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inducida por daño luminoso (LaVail et al., 1998). Asimismo, inyecciones intravítreas de 
análogos de CNTF en modelos de ratón con degeneraciones hereditarias de la retina 
(modelo Q433ter, rd y nr) resultaron en una evidente mejora de algunas de estas 
degeneraciones. El efecto neuroprotector por análogos de CNTF también se ha 
comprobado en estudios llevados a cabo en distrofia de conos-bastones autosómica 
dominante, en los que inyecciones intravítreas de CNTF ejercieron unos efectos 
beneficiosos; este efecto ha sido demostrado tanto en modelos de gatos (Chong et al., 
1999) como en perros (Tao et al., 2002). 
Otra aproximación terapeútica ha sido el uso de vectores de terapia génica para 
expresar factores de supervivencia en ratones o ratas con degeneración de retina. En dos 
modelos de ratones, el rd y el Prph2Rd [mutación recesiva en periferina (Connell et al., 
1991; Travis et al., 1989)], las inyecciones subretinanas de vectores adenovirales que 
codificaban para una forma secretable de CNTF retrasaron la muerte de fotorreceptores 
(Cayouette et al., 1998; Cayouette et al., 1999). Por su parte, la expresión transgénica  
de BDNF en la retina, que no resulta apenas por inyecciones intravítreas, retrasa la 
neurodegeneración en  ratones Q344ter (Okoye et al., 2003; Sung et al., 1994). Estos 
resultados evidencian que una inyección intravítrea puntual puede ser insuficiente para 
ejercer un efecto neuroprotector. Por su parte el CNTF, que por un lado sí tiene efecto 
neuroprotector con una sola inyección, ha resultado ser contraproducente cuando se 
induce su expresión prolongada mediante vectores AAV codificando para la forma 
secretable de CNTF, hecho demostrado en ratones Prph2Rd y dos ratas transgénicas con 
degeneración de retina (Liang et al., 2001). 
Aparte del uso de estos factores de crecimiento clásicos, se han utilizado otros 
compuestos del tipo reguladores del estado redox, como son la glutation-peroxidasa, 
thioredoxin, la superoxido-dismutasa o la catalasa, como posibles protectores de 
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neuronas o epitelio pigmentario de retinas in vitro (Akeo et al., 1996; Castagne y 
Clarke, 2000; Lipton et al., 1993). Existen varias isoformas de la GST (del ingles 
glutathione S transferase) que interaccionan con diferentes proteinas kinasas en rutas 
inducidas por estrés. Esto sugiere que las isoformas de GST podrían jugar un papel 
adicional al nivel de la regulación y señalización celular. En el modelo rd1, se ha 
encontrado una bajada en la expresión de las isoformas   y µ-GST a partir de la segunda 
semana de vida en la retina. Cuando se añaden en explantes de retina rd1 estas dos 
isoformas, se observa un efecto de rescate en los fotorreceptores, sugiriendo un efecto 
neuroprotector por una reducción del estrés oxidativo (Ahuja et al., 2005).   
Uno de los abordajes publicados que ha causado más controversia han sido los 
tratamientos con bloqueantes de Ca
2+
. En concreto, en el modelo de ratón rd se inyectó 
intraperitonealmente D-cis-diltiazem, que es un bloqueante de los canales de Ca
2+
 que 
también bloquea los canales de tipo cGMP (Frasson et al., 1999). Se observó algo de 
rescate, por retraso del proceso de muerte. Pero estos experimentos no han podido ser  
replicados por otros grupos (Pawlyk et al., 2002). Por ejemplo, otro trabajo con distintos 
antagonistas del Ca
2+
, como diltiazem, nicardipina, nivaldipina y nifedipina, inyectados 
intraperitonealmente en ratones rd1, sólo obtuvieron cierta preservación de los 
fotorreceptores con nicardipina y nivaldipina (Takano et al., 2004). 
A pesar de todos de los múltiples estudios y terapias ensayadas en animales, 








1.5. Hipótesis de trabajo. 
El presente trabajo se ha basado en  la hipótesis de que mecanismos que actúan 
en el desarrollo podrían ser reactivados en situaciones degenerativas. La proinsulina, 
factor de crecimiento que atenúa la muerte celular programada que ocurre 
fisiológicamente durante el desarrollo temprano del sistema nervioso, en concreto la 
retina, podría ser administrada en la degeneración retiniana y atenuar así la muerte 
celular que ocurre en esta enfermedad. Se realizaron estudios preliminares en 
colaboración con el Prof. Manuel Vidal-Sanz (Universidad de Murcia), donde se 
provocó la muerte de las células ganglionares de la retina por corte del nervio óptico. A 
estas ratas se les administró proinsulina humana de forma intravítrea (puntual) y 
subcutánea (diaria), resultando en ambos casos en un retardo de la muerte de las células 






Tabla 1.II.- Estudio preliminar con factores inyectados tras el corte del nervio óptico en rata. Se 
muestra las células ganglionares que se mantenían vivas (como porcentaje de las presentes en el ojo 
contralateral no dañado) una semana después de la sección del nervio óptico y la administración de los 
factores de crecimiento empleados en cada caso. Las inyecciones intravítreas eran puntuales, mientras 
que la inyección subcutánea se realizó diariamente durante una semana. 
 




TRATAMIENTO %Células vivas 
Vehículo 55 % 
IGF-I intravítreo 63 % 
BDNF intravítreo 95 % 
Proinsulina intravítrea 76 % 





El objetivo global del proyecto de investigación era comprobar si la proinsulina, 
factor atenuador del proceso fisiológico de muerte celular que tiene lugar durante el 
desarrollo de la retina de pollo, era capaz de atenuar el proceso patológico de muerte 
celular que se produce en las neurodegeneraciones retinianas. Dicho objetivo global se 
desglosó en los siguientes objetivos concretos: 
2.1 Caracterización de la expresión y la función de los factores de la familia de la 
insulina y de sus receptores en la retina embrionaria de ratón para establecer su 
posible correlación con los estudios previamente realizados durante el desarrollo 
del sistema nervioso en el embrión de pollo.  
2.2 Caracterización de la incidencia de muerte y su regulación durante la 
neurodegeneración retiniana en ratones rd, modelo para la enfermedad humana 
de la Retinosis Pigmentaria. 
2.3 Caracterización de la expresión de los factores de la familia de la insulina y de sus 
receptores durante la neurodegeneración retiniana en ratones rd, y de su efecto 
sobre el proceso neurodegenerativo mediante la administración exógena de 
proinsulina.
2.4 Caracterización del efecto de la proinsulina producida de forma endógena y 
constitutiva sobre la degeneración de la retina.
MATERIAL







3. MATERIAL Y MÉTODOS.  
3.1.  Animales de experimentación y tejidos. 
Los ratones silvestres utilizados en este estudio fueron de la estirpe C57BL/6. Se 
realizaron experimentos preliminares con ratones C3H, cuyo bagaje genético es 
C3H/He. Los ratones con degeneración de retina rd1 y rd10 tienen fondo genético 
C57BL/6. Todos son procedentes de Jackson Mice Laboratories (Bar Harbor, ME, 
EE.UU.). Los ratones transgénicos para proinsulina humana (ProIns) se obtuvieron en 
colaboración con el grupo de la Profa. Fatima Bosch (CBATEG, Universidad 
Autónoma de Barcelona) y originalmente tenían fondo genético mixto (C57Bl/6xSJL) 
que se fue purificando hacia C57BL/6 con los correspondientes cruces.  
Los ratones fueron mantenidos y utilizados en el Centro de Investigaciones 
Biológicas, siguiendo la normativa vigente de la Unión Europea. Se mantuvieron en 
ciclos de 12:12 horas de luz y oscuridad, a una temperatura de 20ºC, comida y bebida 
ad libitum. 
Para la obtención de anticuerpos (ver 3.11.1) se utilizó un conejo de Nueva 
Zelanda adulto.  
El tejido principal de trabajo es la retina neural en distintas edades. Las edades 
embrionarias que se estudiaron fueron de E13,5, E15,5 y E18,5. Para la determinación 
del estadio embrionario, se consideró la mañana en la que se encuentra el tapón vaginal 
como E0,5. Las hembras preñadas fueron sacrificadas por dislocación cervical y los 
embriones fueron obtenidos por cesárea. Los embriones se decapitaron y, bajo la lupa, 
con la ayuda de unas pinzas finas, se disecaron las retinas limpiándolas de epitelio 





Para el estudio de retinas en degeneración se eligieron las edades postnatales de 
P10, P14 y P21, en el caso de los ratones rd1 y sus correspondientes controles silvestres, 
y de P20, P25, P30, P35, P40, P45 y P55, en el caso de los ratones Proins/rd10 y sus 
correspondientes controles silvestres y rd10. 
3.2.     Detección de RNA mensajero. 
3.2.1 Aislamiento de RNA. 
El RNA total se extrajo de retina, cerebro, músculo y páncreas mediante 
congelación en nieve carbónica y homogeneización en Trizol (Invitrogen, Carlsbad, 
CA, EE.UU.), de acuerdo con las instrucciones del fabricante. Todos las soluciones 
utilizadas se autoclavaron o se prepararon con agua autoclavada dos veces. La 
integridad del RNA fue verificada por electroforesis en gel de agarosa al 0,8% (p/v) y su 
concentración fue medida por absorbancia a 260 nm.  
3.2.2 Reacciones de transcripción reversa. 
Para la reacción de transcripción reversa (RT) de mRNA, se partió de entre 3 y 5 
 g de RNA total, previamente tratado con DNasa I (Invitrogen) para eliminar el DNA 
genómico. La reacción se realizó con Oligo (dT)18-20 (Invitrogen) y la enzima 
Superscript II ó III (Invitrogen), de acuerdo con las instrucciones del fabricante. 
3.2.3 PCR convencional. 
Los cebadores utilizados en cada experimento están referidos en la Tabla 3.I. 
Típicamente las reacciones de amplificación se realizaron con 2  l del producto de RT 
en un volumen final de 50  l. La amplificación se llevó a cabo generalmente con Taq 
polymerase (Applied Biosystems, Foster City, CA, EE.UU.). Cuando el producto de la 
amplificación iba a ser clonado, se utilizó la enzima Elongasa (Invitrogen) para 





“proofreading” debido a su actividad exonucleasa 3´-5´, de la que carecen las 
polimerasas convencionales. Para la amplificación se utilizaron condiciones similares, 
cambiando sólo la temperatura de anillamiento según los cebadores: 1 ciclo a 94ºC, 2 
minutos; 35-40 ciclos de 30 segundos a 94ºC, 30 segundos a la correspondiente 
temperatura de anillamiento, y 30 segundos a 72ºC (1 minuto a 72ºC para los transcritos 
de IR e IGF-IR); para terminar, 1 ciclo a 72ºC, 7 minutos. Para amplificar el cDNA de 
GAPDH se realizaron 20-25 ciclos, en las condiciones descritas.  
El resultado de las amplificaciones se analizó en geles de agarosa entre el 0,8 y 
el 2% (p/v), según el tamaño del amplicón, conteniendo bromuro de etidio. Además, la 
identidad del producto amplificado se verificó por secuenciación. 
3.2.4 PCR cuantitativa. 
Los principios de la PCR cuantitativa se describen en detalle en (Bustin, 2000; 
Bustin, 2002). Para la detección de los productos de amplificación se utilizó un 
intercalante, SyBr-Green®, que emite fluorescencia sólo cuando está unido al DNA de 
doble cadena. Los niveles de fluorescencia son detectados en cada ciclo durante la 
elongación de los productos, de manera que al final de la reacción tenemos una 
representación del incremento de fluorescencia por ciclo de PCR. Para cada reacción de 
PCR cuantitativa, se utilizó 1  l del producto de RT, en un volumen final de 25 µl, con 
el kit Master Mix (Applied Biosystems). Puesto que cada gen a amplificar tiene una 
cinética diferente, es necesario utilizar una curva estándar para cada uno. Los cebadores 
empleados fueron C1 y C2 (Tabla 3.I). La cuantificación en el caso del amplicón de 
proinsulina se llevo a cabo por extrapolación en la parte lineal de una curva estándar, 
utilizando como molde diluciones 1:5 de una mezcla de RT, donde el punto más 



























Tabla 3.I: Cebadores utilizados para la PCR. Se muestran las secuencias sentido (+) y antisentido (-) 































Como gen normalizador y control de la eficiencia de la RT se amplificó el 
cDNA de la proteína ribosomal S16 de cada una de las muestras a una dilución 1:100, 
por ser un gen constitutivo de mayor expresión que la proinsulina. Se utilizaron los 
cebadores C16 y C17 (Tabla 3.I). En este caso, la curva estándar se hizo con diluciones 
seriadas 1:10 de una mezcla de RTs, donde el punto más concentrado provenía de una 
dilución 1:100.  
Los experimentos de PCR cuantitativa se repitieron 5 veces y en cada uno de 
ellos se emplearon muestras de retinas de ratones distintas, cada una de un conjunto de 
6 retinas. Se realizaban siempre triplicados por cada muestra. 
La reacción se llevó a cabo en el aparato ABI Prism 7700 (Applied Biosystems). 
El análisis de los datos se realizó con el programa ABI Prism Sequence Detection 
System. 
3.2.5 Hibridación in situ.
3.2.5.1 Obtención del plásmido para la trascripción in vitro.
Tras amplificar el fragmento de proinsulina 2 de ratón por PCR convencional, se 
utilizaron 2µl de dicho producto para el clonaje en el vector TOPO (TOPO TA Cloning 
Kit, Invitrogen) durante 5 minutos a temperatura ambiente.  
La transformación química se realizó con 2µl de la reacción de clonaje anterior 
con un vial de una suspensión de bacterias competentes (Top10, Invitrogen). 
Inicialmente, se atemperaron las bacterias en hielo durante 10 minutos y se añadió el 
plásmido, manteniéndose en hielo otros 10 minutos. Después se sometieron las bacterias 
a un choque térmico a 42ºC durante 30 segundos, y se dejaron en hielo durante 1 
minuto. A temperatura ambiente, se añadieron 250 µl de medio SOC y se incubaron a 
37ºC durante 1 hora en agitación. Transcurrido ese tiempo, se sembraron las bacterias 





Las bacterias transformadas con el plásmido, que contiene el gen de resistencia a 
ampicilina, crecieron formando colonias blancas individuales, algunas de las cuales 
fueron expandidas en 100 ml de medio LB con agar líquido y ampicilina a 0,1 mg/ml. 
Para liberar el plásmido de las bacterias y purificar el DNA se utilizó el 
protocolo de MIDIPREP. Se comprobó, por secuenciación, la orientación del inserto en 
el plásmido y que la secuencia era correcta. 
3.2.5.2 Linearización, extracción y precipitación del plásmido. 
La enzima de restricción que se utilizó para linealizar el vector fue BamHI 10 
U/µl, (Roche Diagnostics, Mannheim, Alemania) para la sonda “sentido” y la enzima 
XhoI (Roche) para la sonda “antisentido”. Se digirieron 10 µg del plásmido con 2 µl de 
la enzima en un volumen de 50 µl a 37ºC durante 4 horas.  
La extracción del plásmido se llevó a cabo mediante adición de 0,5 volúmenes 
de fenol:cloroformo (1:1). Tras una centrifugación a 20.000 x g a temperatura ambiente 
durante 2 minutos, se recogió la fase acuosa superior que es donde se encuentra el 
plásmido. 
La precipitación se realizó añadiendo 0,1 volúmenes de acetato sódico 3 M, pH 
5,2 y 3 volúmenes de etanol absoluto frío, dejándose en hielo seco durante 1 hora. 
Después se centrigufó a 15.000 x g a 4ºC durante 20 minutos y se lavó el precipitado 
con etanol al 70%. Finalmente, se resuspendió en 20 µl de H2O estéril. 
3.2.5.3 Generación de la ribosonda marcada con digoxigenina. 
En un volumen final de 20 µl se mezclaron 1 µg del plásmido, 2 µl de la mezcla 
de nucleótidos, uno de ellos marcado con digoxigenina (Roche), 2 µl de tampón de 
trascripción 10X, 2 µl de la polimerasa T7 (para la sonda “sentido”) y la polimerasa Sp6 





incubó a 37ºC durante 2 horas. Después se añadieron 2 µl de DNasa I RQ (Promega, 
Madison, EE.UU.), que se dejó actuar a 37ºC durante 15 minutos. Para detener la 
reacción se añadieron 2 µl de EDTA 0,2 M. La precipitación de la sonda se llevó a cabo 
mediante adición de 2,5 µl de LiCl 4 M y 75 µl de etanol absoluto frío (-20ºC), 
manteniéndose a -80ºC durante 1 hora. Transcurrido ese tiempo, se centrifugó a 20.000 
x g durante 15 minutos a 4 ºC y se lavó con etanol al 70% frío. Finalmente se dejó secar 
la sonda y se resuspendió en 50 µl de H2O estéril, añadiéndosele de inmediato 1 µl de 
inhibidor de RNasas (RNasa OUT, Invitrogen) y se conservó a -80ºC. Para comprobar 
la calidad de la ribosonda, se fraccionó en gel de agarosa al 0,8% (p/v). 
3.2.5.4 Hibridación in situ en criosecciones. 
En primer lugar se atemperaron las secciones a temperatura ambiente. 
Inmediatamente después, se fijaron con paraformaldehído (PFA) al 4% (p/v) en tampón 
fosfato 0,1 M, pH 7,4, durante 20 minutos a temperatura ambiente. Se lavaron con PBS 
conteniendo 0,1 % (v/v) DEPC (del inglés Diethyl pyrocarbonate), y se pretrataron 10 
minutos a temperatura ambiente con la siguiente solución: NaCl 0,9 % (p/v), 100 ml; 
anhídrido acético, 0,25 ml; trietanolamina, 1,49 ml; HCl concentrado, 420 µl. 
Posteriormente se deshidrataron las secciones pasándolas por una serie de soluciones de 
etanol a concentraciones crecientes [50%, 70%, 80%, 95% (v/v)] durante 1 minuto y, 
finalmente, por cloroformo durante 5 minutos, etanol durante 1 minuto y etanol al 95% 
durante 1 minuto. Se dejaron secar 30 minutos a temperatura ambiente. 
Una vez pretratadas, se rodearon las secciones con rotulador hidrofóbico y se 
prehibridaron a temperatura ambiente durante dos horas. Con el fin de disminuir la 
evaporación, la prehibridación e hibridación se realizaron sobre cámaras humedecidas 
con 20XSSC (NaCl 3M, Citrato sódico 0,3 M, pH 7). La solución de hibridación 





EE.UU.), tRNA 250 µg/ml (Roche), DNA sonicado de esperma de salmón 500 µg/ml 
(Roche) en H2O libre de RNasas. En la prehibridación se utilizó la solución tal cual, 
mientras que para realizar la hibridación se añadió la ribosonda marcada con 
digoxigenina a 0,4 ng/ml, previamente calentada a 80ºC durante 5 minutos, y se dejaron 
las secciones en incubación a 58ºC durante toda la noche. Transcurrido el tiempo de 
hibridación, se lavaron las secciones con 0,2XSSC durante 5 minutos, y se trataron con 
la solución bloqueante TNB [Tris-HCl 0,1 M pH 7,5, NaCl 0,15 M, reactivo bloqueante 
0,5% (p/v; Roche)] durante 30 minutos a temperatura ambiente. A continuación se 
añadió el anticuerpo primario anti-digoxigenina conjugado con peroxidasa (1:100) en 
TNB y se mantuvieron 45 minutos a temperatura ambiente. El revelado del anticuerpo 
primario fue realizado con el sistema Biotina TM TSA (Señal de Amplificación de la 
Tiramida) (NEN, Perkin Elmer Life Sciences, Boston MA, EE.UU.) que permite 
aumentar de forma específica la señal cromogénica, al utilizar peroxidasa para catalizar 
la deposición de la tiramida (agente amplificante). Esta tiramida está biotinilada, por lo 
que luego se utiliza otro paso de amplificación con estreptavidina conjungada con 
fosfatasa alcalina. Todos los lavados e incubaciones se realizaron a temperatura 
ambiente, tal como se describe a continuación. Una vez incubadas con el anticuerpo 
primario, se lavaron las secciones con solución TNT [(Tris-HCl 0,1 M, pH 7,5, NaCl 
0,15 M, Tween-20 0,05% (p/v)] tres veces durante 5 minutos. Posteriormente, se 
incubaron con la tiramida biotinilada (1:50) en tampón de amplificación durante 10 
minutos. Se lavaron nuevamente con tampón TNT y se procedió a la visualización 
cromogénica mediante una incubación con el conjugado estreptavidina-fosfatasa 
alcalina (Roche) durante 30 minutos. Tras lavar con TNT, se reveló con 75 µl de la 
solución NBT (Azul de Nitrotetrazolio) y 35 µl de la solución BCIP (5-bromo-4-cloro-





mM, MgCl2 50 mM y levamisol 1 mM (Sigma). La solución de NBT, se preparó con 75 
mg NBT (Roche) en dimetilformamida 70% (v/v) y la de BCIP se preparó con 50 mg de 
BCIP (Roche) en dimetilformamida 100%. Las secciones se cubrieron con 
aproximadamente 200 µl de la solución de color en un ambiente húmedo de 20 a 25 
minutos. Cuando el desarrollo del color azul típico del NBT/BCIP era óptimo, la 
reacción se paró con un exceso de tampón: Tris-HCl 0,1M, pH 8,1, EDTA 1mM. A 
continuación, las secciones se sumergieron brevemente en agua destilada y se montaron 
en un medio acuoso con tampón Tris-HCl 0,1M, pH 9,0 en glicerol 90% (v/v). Las 
secciones fueron visualizadas con un microscopio Axioskop de Zeiss (Oberkochen, 
Alemania) y fotografiadas con una cámara digital DC 200 (Leica, Cambridge, 
Inglaterra) adaptada al microcopio. 
3.3.      Criosecciones de retina. 
Las secciones de criostato se hicieron de forma similar en todos los casos, con la 
salvedad de que las retinas que se habían cultivado previamente se fijaron antes de 
cortar, mientras que los ojos y tejidos directamente procedentes de in vivo, se cortaron 
en fresco, sin fijación previa. Todos los tejidos se embebieron en Tissue-teck (Sakura 
Finetek Europe B.U. Países Bajos), se congelaron en nieve carbónica y se conservaron a 
-80ºC hasta su procesamiento. Las secciones de criostato se realizaron con un grosor de 
10-14 µm. Se recogieron en portas cargados positivamente (Fisher Biotech, Pittsburgh, 
EE.UU.) y se mantuvieron a -80ºC hasta su utilización.  
   En todos los casos, fuera cual fuese la tinción a realizar, tras sacar los portas 
del congelador, se dejaron a temperatura ambiente durante media hora y se fijaron con 
paraformaldehido al 4% (p/v) en tampón fosfato, 0,1 M, pH 7,1 durante 20 minutos. Se 






3.3.1 Inmunotinción en secciones. 
Las secciones de criostato se permearon con Tritón X-100 al 0,1% (p/v) y se 
bloquearon con suero normal de cabra al 10% en PBS durante 1 hora. Se emplearon 
distintos anticuerpos primarios: El anticuerpo monoclonal anti-rodopsina (1/1000, 
Sigma) especifico de bastones; el anticuerpo CM1 (1/2000), que es un suero policlonal 
de conejo producido en el laboratorio, que reconoce la caspasa-3 activada; el anticuerpo 
SV2 (del inglés “Sinaptical Vesicle 2”, Developmental Studies Hybridoma Bank, Iowa, 
EE.UU.) a una dilución 1:50, que se une a una proteína de las vesículas sinápticas; el 
G3G4 (1/1000, Developmental Studies Hybridoma Bank) que es un anti-BrdU 
monoclonal de ratón. Este último precisó de un paso previo de apertura del DNA con 
HCl 2N 10 minutos y bloqueo con tampón borato 0,1 M, pH 9,5, 10 minutos. Todos los 
anticuerpos primarios se incubaron a 4ºC toda la noche en la solución de bloqueo. La 
incubación con los correspondientes anticuerpos secundarios conjugados con Alexa 488 
o Texas-Red (1/200, Molecular Probes, Eugene, OR, EE.UU.) se realizó durante dos 
horas a temperatura ambiente. Tras los correspondientes lavados con PBS, las secciones 
se montaron con Vectashield (Vector Laboratories, Burlingame, CA, USA) que 
contiene 4’,6-diamidino-2-phenylindole (DAPI), para marcar todos los núcleos.  
Para el marcaje de conos, en lugar de un anticuerpo se utilizó una lectina-PNA 
marcada con el fluorocromo Alexa 488 (Molecular Probes) a una dilución 1:500 durante 
2 horas en una solución de PBS con BSA al 0.1% (p/v). Los lavados se hacen con una 
solución que contenía MgCl2 1mM y CaCl2 1mM. Igualmente que en las tinciones 
anteriores, se montaron con vectashield.  
3.4.      Inmunodetección en membrana (“Western blot”).  
Las retinas tras los cultivos o retinas in vivo se homogenizaron pasándose varias 





tampón de lisis empleado era 50 mM de Tris-HCl, pH 7,5, 300 mM de NaCl, 10 mM de 
EDTA, 1% (p/v) de Tritón X-100, inhibidores de proteasas mini EDTA free (Roche) 
suplementado con 2mM de ortovanadato sódico, 4mM de pirofosfato sódico y 0,1 M de 
NaF como inhibidores de fosfatasas (Sigma). Los homogeneizados se mantuvieron 15 
minutos en agitación a 4º C y se clarificaron por centrifugación a 15.000 x g.  
En el caso específico del fraccionamiento celular, se utilizó un tampón de lisis 
diferente (25 mM de Tris-HCl pH 6,8, 1 mM EDTA, 250 mM de sacarosa, 0,1% de 
digitonina, 0,05% de  -mercaptoetanol e inhibidores de proteasas mini EDTA free). Las 
retinas neurales se homogeneizaron con pipeta (en un volumen de 50 µl/retina), tras lo 
cual se centrifugaban a 800 x g durante 5 minutos a 4ºC para separar núcleos y restos 
celulares en el pellet. El sobrenadante, que contenía el citoplasma celular, se centrifugó 
a 20.000 x g durante 30 minutos a 4ºC.El pellet contenía mitocondrías y orgánulos 
celulares, mientras que el sobrenadante se componía básicamente de citosol. 
Para la inmunodetección en membrana en general, el contenido de proteína de 
los sobrenadantes se determinó con el Kit BCA protein assay (Pierce, Rockford, IL, 
EE.UU.). Generalmente, 30 µg de extracto se fraccionó en un gel de SDS-PAGE al 
7,5% (p/v) de acrilamida y se transfirió a membranas de nitrocelulosa por transferencia 
húmeda (BioRad, Hemel, Hempstead, Hertfordshire, UK). Las membranas se 
bloquearon con BSA al 3% (p/v) en PBS durante 2 horas a temperatura ambiente. 
Después se procedió a la incubación con el anticuerpo primario correspondiente: anti-
fosfo-Akt (Ser
473
), policlonal de conejo (1/2000, Cell Signaling, Beverly, MA); anti-
Akt1, policlonal de cabra (1/2000, Santa Cruz, Santa Cruz, CA); anti-Bcl-XL y anti-
fosfo-Bcl-2 (Ser
70
), ambos policlonales de conejo (1/1000, Cell Signaling); anti-
citocromo C, monoclonal de ratón (1:1000, Pharmingen, Becton Dickinson S.A., 





membranas se revelaron con el correspondiente anticuerpo secundario conjugado con 
peroxidasa (1/20000, Jackson Immunoresearch, West Grove, PA) utilizando el sistema 
Super Signal (Pierce), exponiendo la membrana a películas X-Omat (Eastman Kodak 
Company, Rochester, NY, EE.UU.).  
Las películas se digitalizaron y las imágenes fueron analizadas utilizando el 
programa GS-800 (BioRad), para su cuantificación, cuando esta fue necesaria.  
3.5.      Cultivos organotípicos de retina neural de ratón.
Ojos procedentes de ratones C57BL/6 (silvestre) y C57BL/6 rd1, a la edad de 
P14, se depositaron en PBS tras su enucleación y se disecaron. Se separó la retina neural 
del epitelio pigmentario y la esclera, así como del cristalino y la ora serrata. Los cultivos 
de retina neural se realizaron en medio químicamente definido para poder controlar la 
naturaleza y la dosis de los factores de crecimiento a estudiar.  
Las retinas disecadas de ratones P14 de la cepa rd1 y la cepa silvestre se 
transfirieron a pocillos de placas M24 conteniendo 2 ml de medio definido basal o 
suplementado con 100 nM insulina o proinsulina humanas recombinantes (Sigma). La 
razón de poner 2 ml de medio por retina y pocillo fue para evitar condicionamiento del 
medio por la propia retina y el agotamiento de factores y nutrientes a lo largo del 
cultivo. La composición del medio basal fue: medio DMEM-F12 con 100 µg/ml de 
transferrina, 16 µg/ml de putrescina, 6 ng/ml de progesterona, 5,2 ng/ml de selenito 
sódico (todo de Sigma), 2 mM de gentamicina y 2 mM de glutamina (GibcoBRL, NY, 
EEUU), que se añadieron justo antes de usar. Los cultivos se mantuvieron a 37ºC y en 






3.6.      Detección de la muerte celular por la técnica TUNEL. 
Para la detección de muerte celular se utilizó la técnica de TUNEL (del inglés, 
TdT-mediated dUTP Nick End Labelling). La enzima transferasa terminal (TdT) añade 
nucleótidos (dUTP) marcados con fluoresceína a los extremos 3´OH libres del DNA, lo 
que permite detectar la fragmentación del DNA que se produce durante la muerte 
celular programada. El Kit de TUNEL empleado fue de Promega. La técnica se realizó 
sobre células, secciones o tejidos. Tras un paso de permeabilización según la naturaleza 
del tejido, se lavó con PBS y se procedió a la preincubación con la solución del Kit 
durante 30 minutos a temperatura ambiente. Se preparó la mezcla de reacción según las 
instrucciones del fabricante y se procedió a la reacción durante 1 hora a 37ºC. 
Seguidamente, se paró la reacción con la solución SSC2X durante 15 minutos a 
temperatura ambiente. Se lavó con PBS y se montó con Vectashield.  
3.6.1 Detección de la muerte celular en retinas montadas en plano. 
La retina neural entera, disecada del resto de los elementos del ojo, se montó 
bajo la lupa sobre una membrana de nitrocelulosa negra (Sartorius, Goettingen, 
Alemania), para mejor contraste durante la manipulación. Generalmente, se colocó con 
la capa de fotorreceptores hacia arriba, adhiriéndose a la nitrocelulosa con la ayuda de 
unas pinzas finas de disección. Las retinas montadas en plano se fijaron con PFA al 4% 
(p/v) en tampón fosfato 0,1 M, pH 7,1, durante toda la noche a 4ºC en placas de 24 
pocillos. Al día siguiente se lavaron con PBS y con BSA (30 mg/ml en PBS). La 
permeación se realizó con Tritón X-100 al 1% (p/v) en PBS (4 veces, 30 minutos cada 
vez) y enzimáticamente, con colagenasa y proteinasa K, previamente eliminando los 
restos de Tritón X-100 lavando bien con PBS. La colagenasa (20 U/ml, Sigma) se dejó 
actuar durante 1 hora a 37ºC y después la proteinasa K (20 µg/ml, Promega) durante 15 





Se lavaron bien con PBS y con BSA (30 mg/ml en PBS) y se llevó a cabo la reacción de 
TUNEL, según se ha indicado anteriormente (3.6). Las retinas montadas en plano se 
analizaron por microscopía confocal (Leica TCS-SP2-A0BS). 
3.6.2 Detección de la muerte celular en cortes de retina. 
Para localizar la muerte celular dentro de las capas de la retina, se realizó la 
técnica TUNEL sobre secciones de retina como las anteriormente descritas (3.3), 
siempre fijadas en en PFA 4% (p/v) en tampón fosfato 0,1 M, pH 7,1 y crioprotejidas 
con  sacarosa al 30% (p/v) en tampón fosfato 10 mM, pH 7,1. 
Para el marcaje de TUNEL en secciones se requiere menos permeación que para 
las retinas montadas en plano. Así pues, se hicieron dos series de permeación con BGT 
[Glicina 100 mM, BSA 3 mg/ml, Tritón X-100 0,25% (p/v) en PBS] de 15 minutos cada 
una. Se lavaron con PBS y se realizó la reacción TUNEL como se ha indicado. Para 
cubrir todas las secciones de un portaobjetos, se añadíeron 50 µl de los reactivos 
correspondientes y se cubrieron con parafilm®.  
3.6.3 Detección de la muerte celular en células disociadas de retina. 
Este método es el más preciso para una cuantificación relativa de los niveles de 
muerte. Retinas neurales procedente de cultivo se fijaron en PFA al 4% (p/v) en 0,1 M 
de tampón fosfato pH 7,1 durante 45 minutos. Tras dos lavados en PBS, se disociaron 
con colagenasa (55 U/ml, Sigma), hialuronidasa (55 µg/ml, Sigma), tripsina (1,6 mg/ml, 
Worthington Biochemical, Lakewood, Nj, EE.UU.) y EDTA (2,7 mM, Sigma) en PBS, 
en un tiempo total de 20 minutos a 37 ºC, haciendo pasar las células cada 5 minutos a 
través de una pipeta Pasteur siliconizada. Tras varios lavados con BSA 30 mg/ml en 
PBS, se dejaron las células resuspendidas en BSA 3 mg/ml en PBS con EDTA 5 mM y 





Alicuotas de 50.000 células se citocentrifugaron sobre portaobjetos cubiertos de 
poli-L-lisina. Se lavaron y permearon con 2 lavados de BGT y dos lavados de PBS, de 5 
minutos cada uno, y se realizó la reacción de TUNEL según lo descrito anteriormente. 
Se cuantificó la proporción de células TUNEL positivas respecto al total de células 
visualizadas con DAPI, contando un mínimo de 2000 células por muestra (Fig.3.1). 
Para el análisis estadistico se empleó el programa Statgraphics (Statgraphics,Virginia, 
EE.UU.).  
 
Figura 3.1.- Visualización de apoptósis en células disociadas de retina.  Células disociadas marcadas 
con DAPI (A) se marcan con la técnica TUNEL (B). Se observan los cuerpos picnóticos típicos de una 
célula apoptótica (flecha). La barra representa 5 µm. 
 
3.7.      Inyecciones intraperitoneales de BrdU. 
Para identificar los últimos fotorreceptores que nacen en la periferia de la retina, 
se inyectaron intraperitonealmente ratones silvestres y rd1 a P6, con BrdU a razón de 50 
mg/Kg. Debido al pequeño tamaño de los ratones, se inyectó siempre un volumen de 
entre 60 y 100 µl. Se sacrificaron a distintas edades a lo largo del proceso de la 
degeneración en rd1 (y los correspondientes controles pareados): P12, P14, P15, P16, 
P17, P19 y P21. Los ojos se enuclearon y se congelaron en Tissue-Teck. Se hicieron 
criosecciones de 10 µm y se guardaron a -80ºC. Para detectar el BrdU incorporado en 







Los contajes de células se realizaron con el objetivo 40X en un microscopio Zeiss 
Axioskop. Por cada punto de edad se utilizó un mínimo de 5 ratones. De cada ojo se 
contó un mínimo de 10 secciones. El contaje se normalizó refiriendo el total de células 
BrdU-positivas en la zona periférica de la capa nuclear externa (que degenera en el 
ratón rd) respecto al total de células BrdU-positivas en la capa nuclear interna  
(que no degenera en ningún caso). La proporción de células BrdU positivas entre ambas 
capas a distintas edades se comparó y analizó estadísticamente mediante  la t-Student. 
3.8.      Inyecciones de proinsulina humana. 
3.8.1 Inyecciones intravítreas de proinsulina humana. 
Las inyecciones intravítreas se realizaron bajo anestesia, que consistió en 
Xylasina (10 mg/Kg, Rompun) y Ketamina (50 mg/Kg, Imalgene) intraperitoneal. Para 
evitar la desecación del ojo durante el tratamiento, se depositó sobre la cornea una gota 
de metilcelulosa (Methocel 2%, Novartis). Los ratones eran hermanos de camada de la 
cepa rd1. Se les inyectaba el ojo derecho con el tratamiento de proinsulina y el ojo 
izquierdo con el vehículo. Se emplearon capilares estirados de vidrio, para que la 
inyección dañara el ojo lo menos posible. La inyección fue única, de un volumen de 1 
µl por ojo, tanto del vehículo PBS como de proinsulina humana recombinante (Sigma), 
cuya concentración fue de 1µg/µl. Las edades escogidas fueron P13 y P14, analizándose 
el resultado siempre a P15, tras sacrificio de los animales y preparación de las retinas 
para el análisis por TUNEL en secciones de criostato y en retinas montadas en plano 
con la capa de fotorreceptores hacia arriba. 
3.8.2  Inyecciones subcutáneas de proinsulina humana. 
Se realizaron distintos diseños experimentales, tal como se comenta en el 





empleó una camada de ratones rd1, que normalmente suelen tener entre 6 y 8 crías. La 
mitad de ellos se inyectó con el vehículo control y la otra mitad con el tratamiento. De 
esta manera corregimos el error del momento exacto del nacimiento, que tan importante 
es en estos experimentos por el rápido progreso de la neurodegeneración. Las 
inyecciones subcutáneas se realizaban con una aguja fina de 29 G (BD-Micro Fine) en 
la zona grasa de la nuca de los ratones, siendo el volumen final de 50 µl. El vehículo 
control consistió en PBS con la correspondiente cantidad de HCl 0,05 N, que es la 
solución donde está disuelta la proinsulina. La inyección de tratamiento consistió en la 
correspondiente cantidad de proinsulina humana recombinante (Sigma).  
Una vez finalizado el tratamiento, a los ratones se les realizó primero un 
electrorretinograma (ERG) para comprobar el estado de su función visual, tras lo cual 
fueron sacrificados y los ojos fueron congelados “para realizar secciones en el criostato 
y el consiguiente estudio histológico. 
3.9.      Generación de dos líneas de ratones transgénicos productores de 
proinsulina humana y homocigotos para rd10.
Tras obtener varias líneas de ratones transgénicos productores de proinsulina 
humana bajo el promotor del músculo, cuyo bagaje genético era 50% C57Bl/6 y 50% 
SJL, se cruzaron sucesivamente con ratones homocigotos rd10 (100% C57Bl6), 
comprados a Jackson Laboratories.  
La construcción del transgénico consiste en un plásmido (pMLC-hIns) de un 
tamaño de 6,4 kb. La expresión va mediada por el promotor muscular constitutivo, de la 
cadena ligera de la miosina (MLC1). El cDNA del gen de la proinsulina humana estaría 
clonado entre los dos sitios EcoRI (Fig. 3.2). Finalmente se seleccionan dos líneas 
principales de transgénicos para proinsulina humana y homocigotos recesivos para la 





estas líneas de transgénicos de proinsulina humana  con ratones rd10 homocigotos 
(cuyo bagaje genético es C57Bl/6). Se procedió al genotipaje de las líneas por Southern 
blot para el transgén Proins y por PCR y posterior digestión con la enzima CfoI (Roche) 
para la mutación rd10. Se fueron seleccionando los dobles mutantes por retrocruces 
hasta llegar a una sexta generación, donde tenemos un bagaje genético homogéneo 
C57BL/6. 
Figura 3.2.- Esquema de la construcción génica utilizada para la producción de los ratones 
transgénicos para proinsulina humana. Plásmido pMLC-hINS que lleva la ORF del gen de la insulina 
humana. Se muestran los sitios de cortes de enzimas de restricción, así como el promotor MLC1 muscular 
y su “enhancer”.  
3.10.    Genotipaje de las colonias de ratones transgénicos y mutantes. 
3.10.1 Extracción del DNA genómico.  
El DNA genómico se obtuvo de los tejidos según la técnica descrita por Miller y 
cols. (Miller et al., 1988). La punta de la cola de ratones destetados se digirió en 0,5 ml 
de tampón de lisis [Tris-HCl 40 mM, pH 8,0, EDTA 20 mM, SDS 0,5% (p/v) y NaCl 





la noche a 55 ºC. Cuando la digestión fue incompleta, se añadió más Proteinasa K y se 
continuó el proceso hasta la digestión total. Al lisado resultante se le añadieron 0,25 ml 
de solución saturada de NaCl 6 M, se agitaron los tubos vivamente por inversión y se 
dejaron 10 minutos en hielo. Posteriormente, se centrifugaron a 15.000 x g durante 5 
minutos en una microcentrífuga, y se pasaron 0,5 ml del sobrenadante a un nuevo tubo. 
A este volumen se le añadió 1 ml de etanol al 95% y se agitaron los tubos vivamente, 
hasta que se apreció claramente el precipitado de DNA. A continuación, el DNA se lavó 
con etanol 70% para eliminar las sales. 
El DNA se secó manteniendo el tubo abierto y finalmente se resuspendió en 150 
µl de tampón TE (Tris-HCl 10 mM, pH 7,5, EDTA 1 mM, pH 8). Se determinó la 
concentración de DNA en cada tubo por absorbancia a 260 nm. 
3.10.2 Genotipaje por transferencia e hibridación de DNA (Southern blot).
Para la determinación de la presencia del transgen de proinsulina humana en los 
cruces de ratones, se utilizó una sonda que correspondía al cDNA del gen de la insulina 
humana de 347 pb. El molde para la sonda se obtuvo de la digestión con EcoRI (Roche) 
del plásmido que se utilizó para la producción del transgénico. El inserto liberado tras la 
digestión del constructo con EcoRI, se purificó por el kit DNA extraction (Millipore). El 
marcaje de la sonda se realizó utilizando el Kit Random primer (Stratagene, La Jolla, 
CA, EE.UU.), en presencia de [
32
P]dCTP. La sonda se purificó en columnas Microspin 
G25 (Amershan Pharmacia Biotech, Buckinghamshire, Inglaterra). 
Se utilizaron 10 µg de DNA genómico, digeridos con la enzima HindIII (Roche) 
en un volumen final de 50 µl, durante toda la noche a 37ºC. Se cargaron en un gel de 
agarosa al 1% (p/v) de 12 cm de largo para una buena separación de tamaño. Previo a la 
transferencia se trató el gel de la siguiente forma: 15 minutos con solución de 





y 1,5 M NaCl); y, finalmente, 30 minutos con solución de neutralización (0,5 M Tris-
HCl, pH 8). Con este tratamiento se consigue la fragmentación del DNA, lo que facilita 
su transferencia. Se utilizaron membranas de nylon (Schleicher & Schuel, Dassel, 
Alemania) y el DNA se fijó a la membrana por radiación UV en el horno Stratalinker 
(Stratagene). La transferencia húmeda se realizaba durante toda la noche a temperatura 
ambiente.  
La membrana se prehibridó durante al menos 2 horas a 65ºC con una solución 
que contenía 50% formamida, Denhardt’s 1X [(0,02% (p/v) de Ficol, 0,02% (p/v) de 
polivinilpirrolodona y 0,02% (p/v) de BSA)], 1% de SDS, SSC5X (0,15 M de NaCl y 
15 mM de citrato sódico, pH 7,2) y 0,1 mg/ml de DNA de esperma de salmón. 
Posteriormente se hibridó a 65ºC toda la noche con la solución de prehibridación, a la 
que se le añadieron 1,5 X 10
6
 cpm/ml de la sonda. Al día siguiente se realizaron dos 
lavados de 15 minutos con SSC2X a temperatura ambiente, otro de 30 minutos con 
SSC2X y  1% (p/v) SDS a 65ºC y un último lavado de 30 minutos con SSC2X y 0,1% 
(p/v) de SDS a 62,5ºC. Una vez lavados los filtros, sin dejar que se secaran, se 
envolvieron en un plástico tipo GLAD y se expusieron durante de 3-4 días para obtener 
una señal nítida. La intensidad de las bandas se midió por exposición en pantalla Fuji y 
cuantificación con el programa Image-Gauge (Fuji Film, Kanagawa, Japón). 
3.10.3 Genotipaje por PCR. 
La detección de los individuos transgénicos para proinsulina se realizó de forma 
rutinaria por PCR genómica con los cebadores C12 y C13 (Tabla 3.I), obteniendo un 
amplicón de 250 pb.  
Por su parte, el genotipaje de los ratones rd10 está optimizado para realizarse por 
PCR. Dichos ratones tienen una mutación puntual localizada en el exón 13 del gen de la 





CfoI presente en los ratones silvestres. Esto permite un control intrínseco de la técnica 
de genotipaje y analizar homocigosis directamente. Se realizó la PCR genómica con los 
cebadores C14 y C15 (Tabla 1.I), que amplifican un fragmento de 97 pb. El producto de 
PCR se digirió con CfoI (Roche) durante dos horas a 37ºC y se fraccionó en un gel de 
agarosa Metaphor al 3% (p/v) en TAE. Los ratones silvestres mostraron dos bandas tras 
la digestión, de 54 y 43 pb. Los ratones homocigotos rd10 mostraron una sola banda de 
97pb, ya que la enzima no cortaba el amplicón, y los ratones heterocigotos rd10 




Figura 3.3.- Localización de la mutación rd10, cebadores y gel de agarosa.  Se muestra el sitio de la 
mutación puntual en rojo, que coincide con el sitio de corte de la enzima de restricción CfoI. En azul se 
muestra el cebador C14 y en verde el C15, utilizados para hacer la PCR sobre genómico. El producto de 
PCR se incubó durante dos horas con la enzima CfoI. Se muestra en el gel metaphor al 3%, las bandas 

































Wild type:      CTTTCTATTCTCTGTCAGCAAAGCCTATC
                                                                                          CfoI
                             GAAGAATCACCTACCACAACTGGCG CCAC   
                             GGCTTCAATGTAGCCCAGACCATGTTT ACC
                             CTACTCATG
rd10/rd10:     CTTTCTATTCTCTGTCAGCAAAGCCTATC
                                                                                           CfoI
                             GAAGAATCACCTACCACAACTGGTG CCAC   
                             GGCTTCAATGTAGCCCAGACCATGTTT ACC





3.11.   Detección de proinsulina humana. 
3.11.1. Generación de un antisuero policlonal anti-proinsulina humana. 
Para facilitar la detección de la proinsulina humana transgénica presente en los 
tejidos y fluidos de los ratones transgénicos se generó un antisuero policlonal contra el 
péptido VGQVELGGGPGAGS, correspondiente a los aminoácidos 7-20 del péptido C 
humano (sintetizado en el Servicio de Química de Proteínas del Centro de 
Investigaciones Biológicas). El extremo amino terminal se modificó con la adición de 
un residuo de cisteina, a través del cual se permitía posteriormente el acoplamiento con 
la proteína transportadora hemocianina KLH de Megatura crenulata (Sigma). 
Siguiendo el protocolo modificado de Green y cols. (1982), el acoplamiento fue 
realizado mediante unión química covalente con el reactivo heterobifuncional MBS 
(Pierce). A una solución de 10 mg de KLH en 1 ml de tampón fosfato 50 mM, pH 8,0, 
se añadió 1 mg de MBS disuelto en 20 µl de DMSO. Después de agitar 30 minutos se 
añadieron 5 mg del péptido sintético y se incubó 3 horas más en agitación. 
Se utilizó un conejo albino de Nueva Zelanda. Previo a la inmunización, se 
extrajo sangre de este animal para obtener suero preinmune que se utiliza como control. 
El conejo se inmunizó por inyección subcutánea en múltiples sitios de 400 µg en 200 µl 
de péptido acoplado a KLH y 1,3 ml de PBS, emulsionados con 1.5 ml de adyuvante 
completo de Freund (Sigma). Se repitieron 4 dosis de recuerdo cada 15 días en las que 
la emulsión del péptido acoplado se hizo con adyuvante incompleto de Freund (Sigma). 
Una y dos semanas después de la última inyección, se recogió sangre del conejo, que se 
incubó 2 horas a temperatura ambiente y seguidamente se centrifugó a 1.300 x g durante 
15 minutos a 4ºC. Los sueros de las distintas extracciones se alicuotaron y guardaron a -
80º. Los antisueros se titularon por la técnica de Dot Blot. Se depositaron réplicas de 1 





nitrocelulosa. Tras bloqueo con leche desnatada al 8% (p/v) en PBS, cada una de las 
replicas se incubó 2 horas con diferentes diluciones del antisuero de conejo y, después 
de lavar, se incubó otras 2 horas con una dilución 1:20.000 de anti-IgG de conejo 
conjugada con peroxidasa (Jackson ImmunoResearch). Las incubaciones con los 
anticuerpos y los lavados se realizan con una solución compuesta de PBS, 2 mg/ml de 
BSA, 0,5% Tween 20. La reacción cromogénica de revelado se realizó incubando con 
0,6 mg/ml de 4-cloro-1-naftol (Sigma) y 0,02% H2O2. Por este método se obtuvo un 
título de ! 8100. Las IgGs del antisuero de conejo se purificaron mediante 
cromatografía, usando Affi-Gel Blue Chromatography (BioRad) siguiendo las 
instrucciones del fabricante.  
3.11.2. Determinación de proinsulina en extractos y suero. 
Para la detección de los niveles de producción de proinsulina humana por los 
ratones transgénicos, se analizaron extractos de músculo y retina, así como suero. En el 
caso del suero, se extrajo sangre de la zona del lacrimal del ojo de los ratones con una 
pipeta Pasteur. Se trasvasó a un tubo eppendorf donde se dejó coagular durante dos 
horas a temperatura ambiente y se centrifugó a 1.300 g durante 15 minutos, para recoger 
el suero, el cual se congeló hasta su utilización. En el caso de los tejidos, se realizó una 
extracción proteica con un tampón de lisis [Tris-HCl 50 mM,  pH 7, NaCl 100 mM y 
Tritón X-100 0,1% (p/v)] y una cuantificación de la proteína extraída con el kit BCA 
(Pierce). Las retinas neurales se extrajeron en un volumen de 60 µl cada una. Los 
músculos de las patas posteriores se extrajeron en un volumen de entre 200 y 300 µl, 
según el trozo de músculo conseguido.  
3.11.3. Detección por inmunodetección en membrana (“Western blot”).
Para comprobar la presencia de proinsulina humana no procesada en los ratones 





y 70 µg de extracto proteico, obtenido tal como se describe en el apartado anterior, por 
pocillo de un gel de Tris-Tricina al 16,5% (p/v) de acrilamida. Estos geles permiten 
separar bandas de proteínas de tamaño pequeño (entre 3 y 50 kDa). Así se puede 
diferenciar entre la insulina y proinsulina humana. Tras electroforesis a voltaje 
constante de 80 V durante 4 ó 5 horas, se transfirieron a membrana de tipo inmobilón, a 
100 V durante 90 minutos en tanque de inmersión. La membrana se bloqueó con BSA 
al 5% (p/v) en PBS y se reveló con el suero policlonal de conejo generado previamente 
(3.11.1), a una dilución de 1:5000, toda la noche a 4ºC. Tras los lavados, se incubó con 
el anticuerpo secundario con peroxidasa a 1:2500 durante 1 hora a temperatura 
ambiente, completándose el proceso como ha sido descrito anteriormente (Apartado 
3.4).  
3.11.4. Detección por ELISA.  
Para poder realizar el estudio de forma sistemática de todos los ratones, se 
utilizó un ensayo comercial ELISA (Linco Research, MO, EE.UU.) que detecta 
específicamente la proinsulina humana, y permite analizar muchas muestras de una vez. 
Dado que este ensayo estaba diseñado para detectar la proinsulina en suero, se tuvo que 
adaptar a extractos de músculo y retina. En el caso del suero, se siguieron todas las 
recomendaciones del fabricante, poniendo siempre duplicados de 20 µl. En el caso de 
los tejidos, se pusieron igualmente 20 µl de extracto (Apartado 3.11.2), por duplicado, 
empleándose a veces diluciones seriadas para mayor precisión. Los datos de extractos 
de retina y músculo se corrigieron por la cantidad de proteína. Este ELISA fue también 
utilizado para detectar la proinsulina humana en las retinas de ratones inyectados 





3.12.    Detección de insulina/proinsulina endógena de ratón. 
Los bajos niveles de proinsulina endógena producidos por la propia retina se 
midieron con un ELISA ultrasensible (Mercodia, Uppsala, Sweden) para insulina de 
ratón, siguiendo las recomendaciones del fabricante. Este ELISA reconoce tanto 
insulina como proinsulina, aunque esta calibrado sólo para insulina. Distinto numero de 
retinas embrionarias de ratón silvestre de E15,5 se congelaron y después 
homogeneizaron en 125 µl del tampón “calibrator 0” del kit. Tras centrifugación, se 
recogieron 50 µl para cada duplicado y 5 µl para la detección de proteína por el kit 
BCA. 
3.13.    Electrorretinograma. 
Los registros electrorretinográficos fueron realizados en el laboratorio del Prof. 
Pedro de la Villa (Universidad de Alcalá de Henares). Se analizaron los cinco tipos 
estandarizados de medidas de la función visual: la respuesta escotópica de bastones, la 
respuesta mixta, los potenciales oscilatorios, la respuesta fotópica de conos, y la 
respuesta “flicker” a 30 Hz. 
Previo a la realización del registro, los ratones fueron adaptados a la oscuridad 
durante toda la noche. Los ratones se anestesiaron bajo una tenue luz roja con una 
inyección intraperitoneal de ketamina (a razón de 95 mg/kg) y xylazina (a razón de 5 
mg/kg). Las pupilas fueron dilatadas con una gota de 1% tropicamida (Colircusí 
Tropicamida, Alcon Cusí, SA, El Masnou, Barcelona, España). El electrodo de registro 
fue una lente que se colocó sobre el ojo del ratón. El electrodo de referencia se colocó 
en la boca, y el electrodo de tierra en la cola. Los animales anestesiados se situaron en 
una caja de Faraday y se procedió a realizar primero todos los experimentos de 
naturaleza escotópica en absoluta oscuridad. Se registraron así las respuestas 





estimulador Ganzfeld, permitiendo analizar las respuestas originadas sólo en bastones 
(respuesta de bastones), o en conos y bastones (respuesta mixta) en adaptación a la 
oscuridad. La intensidad de los estímulos luminosos utilizados se ajustó a valores 
comprendidos entre los -4 y los 1,52 log cd·s·m
-2
. La intensidad de luz fue determinada 
mediante un fotómetro (Mavo Monitor USB) a nivel del ojo. Para cada intensidad de 
estímulo, se promediaron un máximo de 64 respuestas. El intervalo entre estímulos 
luminosos varió dependiendo de la intensidad; así, para estímulos de baja intensidad (-4 
log cd·s·m
-2
) el tiempo entre estímulos se ajustó a 10 segundos y para estímulos de 
elevada intensidad (1,52 log cd·s·m
-2
) fue de 60 segundos. Con el fin de registrar las 
respuestas aisladas de cono, se adaptó el animal a condiciones fotópicas (luz de fondo 
de el registro de 30 Cd·m
-2
). Bajo estas condiciones, el intervalo entre los flashes de luz 
se fijó en 1 segundo y se utilizaron intensidades comprendidas entre -1,52 y 2 log 
cd·s·m
-2
. También se aislaron los potenciales oscilatorios, mediante la aplicación de 
filtros eléctricos comprendidos entre 100 y 1000 Hz. Las respuestas Flicker (30 Hz) se 
registraron en adaptación a la luz, ante estímulos de 1,48 log cd·s·m
-2
. 
Las señales eléctricas procedentes de la retina se amplificaron y filtraron entre 
0,3 y 1000 Hz con un amplificador Grass (CP511 AC amplifier, Grass Instruments, 
Quincy, MA). Las señales se digitalizaron (PC-card ADI instruments, CA) y fueron 
almacenados en el ordenador para su posterior análisis.  
3.14.   Medidas de calcio “in situ”. 
Las medidas de calcio en retinas en plano in vivo fueron realizadas en el 
laboratorio del Prof. Valentín Ceña (Universidad de Castilla-La Mancha).  
Se utilizaron retinas de ratones P14 de las estirpes rd1 y silvestre. La disección y 
la preparación de las retinas se realizó bajo una tenue luz roja, dado que en los 
fotorreceptores vivos, los canales de Ca 
2+





plano se incubaron en medio Krebs (NaCl 140 mM, KCl 5 mM, MgCl2 1 mM, CaCl2 
2,5 mM, Hepes 10 mM, Glucosa 11 mM) con Fura 2 AM 10 µM y Plurónico 16 µM 
(Molecular Probes, Eugene, OR), durante 30 minutos a 37ºC en oscuridad para 
incorporar el fluorocromo al interior de la célula. Transcurrido dicho tiempo, las retinas 
se lavaron con Krebs y se montaron en portas de poli-L-lisina con la capa de 
fotorreceptores hacia el objetivo. Los niveles de Ca
2+
 citoplásmico fueron determinados 
por espectrofluorometría utilizando un monocromador  SpectraMaster de Life Sciences 
resources (Life Science Resources, Cambridge, Inglaterra). Las longitudes de onda para 
la excitación intermitente fueron 340 y 380 nm, y se detectaron emisiones a 510 nm 
cada 30 segundos con un objetivo 40X, midiendo un mínimo de 100 fotorreceptores 
independientes por retina. Para el análisis de las imágenes, se utilizó el programa 
MetaFluor analyst, representándose la distribución del ratio emisión 510 nm (excitación 





4.    RESULTADOS. 
4.1. Función de la proinsulina en el desarrollo de la retina neural de ratón. 
Los estudios previamente realizados en nuestro laboratorio se habían centrado en 
los efectos de los factores de la familia de la insulina durante los procesos de 
neurulación y neurogénesis en el embrión de pollo. Un primer abordaje, necesario para 
poder extrapolar las observaciones sobre estos efectos a la retina de ratón, fue la 
realización en dicho tejido de algunos estudios orientativos, de una manera similar a los 
que se habían realizado en el embrión de pollo. Para ello, elegimos la edad de E15,5 por 
ser un momento en el desarrollo de la retina donde coexisten procesos celulares de 
proliferación, diferenciación y muerte.  
 
Figura 4.1.- Estado de diferenciación de la retina de ratón E15,5.  Sección de retina de ratón E15,5 de 
la cepa silvestre C57Bl/6. La inmunotinción para TUJ-1, en rojo, pone de manifiesto la presencia de 
neuronas diferenciadas. El DAPI, en azul marca todos los núcleos. Se puede observar que presencia de 
células diferenciadas se limita a las capas más internas, estando aún la mayoría de las células 
indiferenciadas. c, cristalino; nr, neurorretina; v, humor vítreo. La barra representa 150 µm.  
 
La retina de E15,5 (Fig. 4.1) tiene la capa de células ganglionares bastante 
definida, en especial en su zona central. Hay una generación activa de la mayoría de los 
tipos neuronales a partir de células neuroepiteliales proliferativas. Sin embargo, la capa 






bastones, que son la población celular mayoritaria de la capa, se generarán más adelante 
(Cepko et al., 1996). 
Para poder atribuir un papel fisiológico a los factores de la familia de la insulina, 
en especial la proinsulina, en la regulación del proceso de muerte celular programada 
asociado a la neurogénesis, estudiamos los patrones de expresión embrionaria de 
factores y receptores de la familia, así como su capacidad de prevención de muerte 
celular en cultivos de retinas de ratón. 
4.1.1. Expresión del mRNA de proinsulina, IGF-I y sus receptores en la retina 
embrionaria de ratón. 
Dada la baja abundancia esperable de los correspondientes mRNAs, según la 
experiencia previa del grupo con el embrión de pollo, se realizaron estudios por RT-
PCR en las retinas neurales de ratones  E13,5, E15,5 y E18,5 de la estirpe silvestre 
C57Bl/6. Proinsulina, IGF-I, así como sus receptores, se expresan en todas las edades 
del intervalo analizado (Fig. 4.2).  
Figura 4.2.- Expresión del mRNA de proinsulina, IGF-I y sus receptores en la retina embrionaria de 
ratón. Gel teñido con bromuro de etidio de los fragmentos amplificados por RT-PCR a partir de retinas 
neurales embrionarias de la cepa silvestre C57Bl/6 en los distintos estadios indicados. Se utilizaron los 
cebadores de la Tabla 3.I C1-C2 para proinsulina, C3-C4 para IGF-I, C5-C6 para el receptor de insulina 
(IR), C7-C8 para el receptor de IGF-I (IGF-IR) y C9-C10 para GAPDH. En tres edades embrionarias del 
desarrollo de la retina, E13,5, E15,5 y E18,5, aparecen todos los elementos del sistema. Se realizaron 




 Esto permite sugerir la implicación de los factores de la familia de la insulina en 
los procesos fisiológicos del desarrollo de la retina de ratón, al igual que hemos 
demostrado en el embrión y la retina de pollo (de la Rosa et al., 1994; Díaz et al., 2000; 
Hernández-Sánchez et al., 2002). 
4.1.2. Expresión de proinsulina en la retina embrionaria de ratón. 
La proinsulina presenta una compleja regulación a nivel traduccional, 
demostrada por nuestro laboratorio (Hernández-Sánchez et al., 2003; Mansilla et al., 
2005). Por ello, el hecho de que exista mRNA de proinsulina no significa que realmente 
se exprese la proteína. Así pues, consideramos necesario detectar la presencia del 
producto proteico para tener mayor certeza sobre su posible función fisiológica. Se 
realizaron, en primer lugar, estudios por inmunohistoquímica en cortes de retina, e 
inmunotransferencia, que no dieron resultados concluyentes, muy posiblemente por 
falta de sensibilidad. Fue, por tanto, necesario utilizar un ELISA de insulina 
ultrasensible de ratón. Además, debido a la baja cantidad de proteína esperable, se 
realizó una determinación con múmero creciente de retinas para comprobar la linealidad 
de los resultados obtenidos (Fig. 4.3). 
 
 
Figura 4.3.- Cuantificación del contenido 
de proinsulina/insulina en la retina de ratón 
E15,5.  Extractos procedentes de 2, 4 y 8 
retinas de ratón E15,5 de la cepa silvestre 
C57Bl/6, preparados en el mismo volumen, y 
se analizaron por duplicado con el kit de 
inmunodetección ultrasensible de ELISA. La 
recta de regresión obtenida (r = 0,993) se 
utilizó para cuantificar el contenido de 








































 De la recta de regresión se extrapoló un contenido de 0,52 fmol de 
proinsulina/insulina (productos indistinguibles con este ensayo) por retina de ratón 
E15,5. El tamaño de la retina a esta edad embrionaria es de aproximadamente 3 mm
2
 
(ver figura 1 del Anexo I) y su grosor medio de aproximadamente 150 µm (ver Fig. 
4.1). Por tanto, la concentración de factor en la retina de E15,5 estaría en el rango nM 
(0,52 fmol/0,45 mm
3
), lo que coincide con su concentración ED50 (ver Fig.3 del Anexo 
I) y posibilitaría su función fisiológica. 
4.1.3. Efecto de la proinsulina en la regulación de la muerte celular 
programada en la retina embrionaria de ratón. 
Se estudió el efecto de la proinsulina, insulina e IGF-I en cultivos organotípicos 
de retina neural de ratón E15,5 (Anexo I). Todos los factores de la familia fueron 
capaces de prevenir la muerte celular inducida por ayuno de factores con una ED50 
similar, en el rango nM. Además, este rescate era mediado por la activación de PI3K. 
Mientras que la insulina y el IGF-I provocaron la fosforilación de Akt, dicha activación 
no se encontró en el tratamiento con proinsulina. El análisis de las vías de muerte 
celular inducidas por ayuno de factores, utilizando inhibidores de caspasas y de 
catepsinas, demostró que ambas familias de proteasas son requeridas para la ejecución 
de la muerte. El efecto de supervivencia de la insulina, que disminuyó la incidencia y 
extensión de la muerte celular hasta unos niveles comparables con la situación in vivo, 
no se incrementó cuando se realizaron tratamientos simultáneos con los inhibidores de 
caspasas y de catepsinas, sugiriendo que los factores de la familia de la insulina 






4.2. La neurodegeneración retiniana en el modelo rd1. 
Al comienzo del presente trabajo sólo estaba disponible comercialmente el 
modelo C3H, que porta espontáneamente la mutación, conocida como Pdeb
rd1
, en el gen 
de la fosfodiesterasa de cGMP específica de bastones. Dicha mutación ha sido 
posteriormente transferida a linaje C57Bl/6. Por ello, los primeros estudios se iniciaron 
en la cepa C3H, continuándose en cuanto fue posible con la cepa rd1 con bagaje 
genético C57Bl/6. El linaje C57Bl/6 es el más habitual en estudios genéticos en ratón. 
El propósito final del trabajo, el cruce de un modelo rd con un ratón transgénico 
productor de proinsulina, nos hizo aconsejable centrarnos en dicho linaje. 
4.2.1. Incidencia de muerte en las retinas rd1 y silvestre.  
Hasta el momento, los estudios disponibles sobre retinas rd1 habían cuantificado 
el proceso apoptótico sólo en la parte central de unas pocas secciones de retina (Ver Fig. 
1.10). La apoptosis es un proceso muy dinámico y su observación parcial en unas pocas 
zonas de la retina puede dar una impresión totalmente equivocada. Por ello, se 
determinó la incidencia de muerte en cada una de las estirpes de ratón con las que 
trabajamos, es decir C3H, C57Bl/6 y rd1 a P14, tiempo que se puede considerar 
centrado en el periodo de muerte (Ver Fig. 1.10: Tabla 4.I). Se realizó la técnica 
TUNEL en células disociadas de retinas enteras. La retina normal presentó un 0,45% de 
células TUNEL positivas en P14, lo que se puede considerar como muerte fisiológica. 
Por su parte, los ratones C3H y rd1, que llevan la misma mutación en bagajes genéticos 
diferentes, evidenciaron el proceso degenerativo con valores por encima del 2% de 
células positivas para TUNEL. 
Para observar y cuantificar en su conjunto toda la muerte que ocurre en la retina, 
la experiencia del grupo con embrión de pollo hacía aconsejable emplear, al menos 
durante el desarrollo, la técnica TUNEL en retinas montadas en plano (ver Fig. 1 del 
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Anexo I). Como no existían estudios comparables con esta técnica en situaciones de 
neurodegeneración, decidimos realizar la técnica TUNEL en retinas montadas en plano 
durante el proceso de la neurodegeneración (Fig. 4.4).Utilizamos dos edades, P14 y P18 
del modelo C3H. Tras la cuantificación del TUNEL confirmamos que P14 es una edad 
central en el proceso neurodegenerativo. En dicha edad, la densidad de células 
apoptóticas en la retina central fue 4 veces mayor que en P18, cuando el proceso 
neurodegenerativo es terminal. Así pues, nos centramos en P14 para nuestros estudios 
posteriores. 
 
TABLA 4.I:   Proporción de células TUNEL 
positivas en células disociadas de retinas de 
P14 in vivo, en los tres tipos de ratones de 
estudio. Se muestran las medias y las 








Figura 4.4.- Visualización del proceso neurodegenerativo in toto. Retinas de ratones C3H fueron 
montadas en plano con la capa de fotorreceptores hacia arriba y la neurodegeneración fue evidenciada 
mediante la técnica TUNEL. A) Compilación de fotos tomadas por microscopía confocal  alrededor del 
nervio óptico (asterisco). Los puntos verdes brillantes son los núcleos apoptóticos. La barra representa 
200 µm. B) Contaje directo de células TUNEL positivas en fotos como las mostradas en A). Se representa 
la media y desviación estándar, de un total de 3 retinas por edad.  
Figura 4.5.- Cuantificación de la muerte natural en 
ratones C57Bl/6 a P14 en retinas montadas en plano. Se 
muestra el contaje por mm
2
 de células TUNEL positivas en 
retinas montadas en plano alrededor del nervio óptico, tanto 
por la cara de células ganglionares (G) como por la de 
fotorreceptores (F). 
Estirpe Muerte relativa 
C57Bl/6 control        0,45 ± 0,04 
C57Bl/6 rd1        2,08 ± 0,08 
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Asimismo, quisimos localizar dónde se producía el incremento relativo de 
muerte encontrado en las estirpes que portan la mutación rd1 (Tabla 4.I). Para ello, las 
retinas de ratones silvestres a P14 se montaron en plano por la cara de células 
ganglionares o por la cara de los fotorreceptores. Se les realizó TUNEL y se adquirieron 
imágenes alrededor del nervio óptico. En las retinas de los ratones silvestres el contaje 
permitió comprobar que la muerte natural a P14 era más prominente en la capa de los 
fotorreceptores (Fig. 4.5). En un experimento preliminar con las retinas de ratones rd1, 
se comprobó que la localización de las células TUNEL positivas se ceñía a la capa de 
fotorreceptores.  
4.2.2. Patrón de progresión de muerte en las retinas rd1. 
La muerte de fotorreceptores en los diferentes modelos rd caracterizados es un 
fenómeno progresivo, sin que se conozca si sigue una evolución temporal determinada o 
al azar. Nos planteamos la posibilidad de que se debiera a la acumulación de una señal 
pro-apoptótica que, superado un cierto umbral, disparara el proceso de muerte celular. 
Debido a que existe una mutación genética en todos los bastones, una acumulación de 
este tipo podría iniciarse o, al menos, estar relacionada con el momento de nacimiento 
del bastón, por lo que el proceso de muerte se daría con una cierta sincronía entre 
células nacidas en un intervalo de tiempo determinado.  
Al ser las neuronas células post-mitóticas, el momento de su nacimiento puede 
determinarse con cierta exactitud por la pérdida de la capacidad de incorporar 
precursores de la síntesis de DNA, p.e. BrdU. La inyección intraperitoneal de BrdU en 
ratones P6 evidenció que, a esa edad, la retina central ya era post-mitótica (porque no se 
teñía con anti-BrdU), diferenciada, mientras que en la retina periférica aún quedaba 
cierta capacidad de proliferación y neurogénesis (Fig. 4.6). Así pues, las células 
marcadas, que se localizaron en las capas nuclear interna y nuclear externa, habían 
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salido de ciclo y se habían diferenciado después del momento de la inyección. Por lo 
tanto, inyectando BrdU a P6 podemos ver el nacimiento de un número limitado de 
células de la retina periférica y realizarles un seguimiento en el tiempo.  
La degeneración rd1 afecta casi exclusivamente a los fotorreceptores localizados 
en la capa nuclear externa, y sólo secundariamente a células de otras capas. Por tanto, se 
pudo seguir el destino de los fotorreceptores marcados con BrdU en relación con 
aquellas células marcadas en la capa nuclear interna, que sirvieron como control interno 
de marcaje y contaje. De cada camada inyectada a P6, tanto de la estirpe silvestre como 
de la rd1,
 
se utilizó un ratón, dos ojos, para las edades comprendidas entre P12 y P21, 
cubriéndose todo el intervalo en el que se produce la neurodegeneración. En la estirpe 
silvestre observamos que la relación entre ambas capas nucleares, externa respecto a la 
interna, se mantuvo constante todo el periodo analizado (Fig. 4.7). Por el contrario, en 
las retinas en degeneración la relación no se mantuvo constante (Fig. 4.8). En las edades 
más tempranas, hasta P16, la relación de células marcadas fue muy similar al tipo 
silvestre, indicando que la muerte que estaba ocurriendo de forma masiva (a P14 se han 
perdido la mitad de los fotorreceptores) no había afectado aún a las células nacidas 
después de P6. Sin embargo, a partir de P17 disminuyó abruptamente la presencia de 
fotorreceptores marcados, siendo casi nula a P21. 
 Estas observaciones evidenciaron una relación temporal entre el proceso de 
nacimiento y el proceso neurodegenerativo, que parece ocurrir 9-10 días después del 










Figura 4.6.- Identificación de las células 
con capacidad proliferativa en la retina de 
ratón P6.  Sección de retina de ratón P14 de 
la cepa silvestre, inyectado 
intraperitonealmente con BrdU a P6. Las 
células con capacidad proliferativa se 
evidencian mediante la tinción con anti-BrdU, 
en verde. El DAPI, en azul, marca todos los 
núcleos. La esclera presenta una fuerte 
coloración verde. A) Vista global de una 
sección de retina. B) Detalle de una zona 
relativamente central, donde no se aprecian 
núcleos que hayan incorporado BrdU. C) 
Detalle de la zona periférica, donde se 
observan unos pocos núcleos marcados. 
CNE, capa nuclear externa; CNI, capa 
nuclear interna; CCG, capa de células 
ganglionares. La barra representa 300 µm en 
A) y 75 µm en B) y C). 
    







Figura 4.7.- Destino de las células con capacidad proliferativa en la retina de ratón P6.  Las células 
con capacidad proliferativa se marcaron mediante inyección intraperitoneal de BrdU en ratones C57Bl/6 a 
P6. Su destino se siguió en secciones de retinas mediante marcaje con anti-BrdU, en verde. El DAPI, en 
azul marca todos los núcleos. La esclera presenta una fuerte coloración verde. A). Secciones 
representativas de las edades indicadas. B) Gráfica de la cuantificación de las células BrdU positivas en la 
capa nuclear externa, normalizada respecto a  las células BrdU positivas en la capa nuclear interna. Se 
representa la media y desviación estándar, de una muestra de 5 ratones por edad. CNE, capa nuclear 











































































Figura 4.8.- Patrón de desaparición de fotorreceptores nacidos después de P6. Las células con 
capacidad proliferativa se marcaron mediante inyección intraperitoneal de BrdU en ratones rd1 a P6. Su 
destino se siguió en secciones de retinas mediante marcaje con anti-BrdU, en verde. El DAPI, en azul 
marca todos los núcleos. La esclera presenta una fuerte coloración verde. A). Secciones representativas 
de las edades indicadas. B) Gráfica de la cuantificación de las células BrdU positivas en la capa nuclear 
externa, normalizada respecto a  las células BrdU positivas en la capa nuclear interna. Se representa la 
media y desviación estándar, de una muestra de 5 ratones por edad. CNE, capa nuclear externa; CNI, 


























































4.2.3. Regulación de la muerte en las retinas rd1. 
A lo largo del desarrollo del presente proyecto se han realizado varios intentos 
de caracterización de los mecanismos de regulación y de ejecución del proceso de 
muerte en las retinas rd1. En todos ellos hemos tenido problemas para obtener 
resultados significativos, lo que probablemente es una consecuencia del bajo número de 
células que se encuentran en proceso de muerte en un momento determinado. Nuestros 
propios datos (ver 4.2.1) indican que, en el pico de la neurodegeneración en el modelo 
rd1, sólo el 1,5% de las células están inmersas en un proceso patológico de muerte. 
Nuestros resultados sobre progresión de la muerte en retinas rd1 (4.2.2) 
apoyaban la hipótesis de acumulación progresiva de una señal proapoptótica con efecto 
umbral. Una posibilidad, dada la naturaleza de la mutación rd1, es que la falta de 
función de la enzima fosfodiesterasa (PDE) provocara un acumulo de cGMP, por lo que 
el canal catiónico dependiente de cGMP reduciría su capacidad de cerrarse y el Ca
2+
 
entraría persistentemente en la célula. Los sistemas de exclusión de Ca
2+
 de la célula y 
de captación por el retículo endoplásmico y la mitocondria, que en principio son 
funcionales, compensarían parcial y transitoriamente el flujo Ca
2+ 
hasta que, superado 
un cierto umbral, se desencadenara el proceso de muerte.  
En colaboración con el grupo del Prof. Valentín Ceña se realizaron 
determinaciones a nivel celular de los niveles de Ca
2+ 
citoplásmico en retinas de ratones 
de estirpe silvestre y rd1 (Fig. 4.9). Con este método se muestrean células individuales, 
representándose la distribución de células respecto a su contenido citoplásmico de Ca
2+
. 
Se observó claramente que en los ratones rd1, en comparación con los silvestres, se 
encuentra mayor concentración de Ca
2+













Figura 4.9.- Distribución del contenido de Ca2+ citoplásmico en fotorreceptores de retinas de 
ratones P14 de estirpe silvestre y rd1. Las retinas se montaron en plano y se cargaron con Fura-2 
antes de realizar el análisis de su absorbancia (340/380nm) relativo a la cantidad de Ca 
2+
 citoplásmico A)
Gráfico representativo de la frecuencia de células situadas en cada magnitud de absorbancia 
(340/380nm) para un caso de ratón silvestre (wt) y rd1. Se analizaron 200 células por retina. Se observa 
el desplazamiento de la gráfica del ratón rd1 hacia niveles mayores de Ca 
2+ 
citoplásmico. B)
Representación de las medias y desviaciones estándar obtenidas para el análisis de 3 ratones por estirpe, 
como los casos mostrados en A). El análisis estadístico por ANOVA de una vía, muestra una diferencia 
significativa entre ambas estirpes (**, p<0,05). 
  
Por otra parte, intentamos dilucidar si la muerte evidenciada por el marcaje 
TUNEL era del tipo apoptótica clásica, mediada por la vía mitocondrial y/o la 
activación de caspasas, o de otro tipo. Las pocas observaciones que se encontraban en la 
literatura eran fuertemente contradictorias, como se expone en el apartado 1.4.2 de la 
Introducción. Exploramos, en primer lugar, la expresión de las proteínas Bcl-2, Bcl-XL 
y citocromo C, para determinar el estado de la mitocondria. A partir de retinas de 
ratones de estirpe silvestre y rd1 en P14, la fase de máxima neurodegeneración, se 
obtuvieron extractos citoplásmicos y mitocondriales que se analizaron por 











































































Figura 4.10.- Señalización de apoptosis en retinas de 
ratones de estirpes rd1 y C57Bl/6 (silvestre). Extractos 
citosólico y mitocondrial de retina de ratón rd1 a P14 y de 
ratón silvestre adulto se sometieron a electroforesis e 
inmunodetección en membrana de las proteínas indicadas.  
 
 
No fue posible obtener datos significativos, posiblemente debido al hecho arriba 
comentado de que sólo un 1,5% de células están activando el proceso de muerte. 
Tampoco fue posible detectar citocromo C en la fracción citoplásmica, siendo imposible 
deducir si es un problema de sensibilidad por la baja proporción de células en proceso 
de muerte, o una característica peculiar de esta muerte neurodegenerativa. Por su parte, 
mediante tinción de caspasa 3 activada en células disociadas de retinas de P14 (Fig. 
4.11), se encontró una muy pequeña proporción de células apoptóticas con caspasa 3 
activa que, además, era prácticamente idéntica en la estirpe silvestre y la rd1, lo que 
sugiere su asociación con el proceso fisiológico de muerte y no con el patológico. 
Mientras que la caspasa 3 tiene una probada implicación en los procesos fisiológicos de 
muerte en el sistema nervioso (Revisado en Boya y de la Rosa, 2005), su implicación en 
el modelo rd1 no resulta clara en nuestras manos.  
Figura 4.11.- Marcaje de caspasa 3 
activada en células disociadas de 
retina. Disociados de retina de P14, de 
estirpe silvestre (A) como de rd1 (B). Se 
observa tinción para caspasa 3 activada 
(verde) y DAPI (azul). La barra 























4.3. Efecto de la proinsulina en la degeneración retiniana. 
El objetivo global del proyecto de investigación en el que este trabajo de Tesis 
Doctoral se enmarca era validar la posible utilización de proinsulina humana como 
tratamiento para las neurodegeneraciones retinianas. Este objetivo se basaba en el 
potente efecto atenuador de la muerte celular programada que la proinsulina ejerce 
durante el desarrollo del sistema nervioso. Así pues, dado el soporte fisiológico de la 
hipótesis de trabajo, siempre hemos intentado cotejar las observaciones farmacológicas 
con su posible correlato fisiológico. Más aún, para incrementar la efectividad de un 
posible tratamiento con proinsulina es muy conveniente conocer los niveles de 
expresión de los distintos elementos del sistema. Por otra parte, ya desde un punto de 
vista farmacológico, la aplicación de proinsulina por diversas vías podía suministrar 
información preliminar relevante para un posible desarrollo terapéutico. Con ello en 
mente, estudiamos la expresión de los elementos del sistema en la retina del ratón rd1 y 
analizamos el efecto de la proinsulina suministrada por diversas vías sobre la 
neurodegeneración. 
4.3.1. Expresión del mRNA de proinsulina, IGF-I y sus receptores en la retina 
del ratón rd1. 
De forma paralela al estudio realizado en etapas embrionarias (Apartado 4.1.1), 
se realizaron estudios por RT-PCR en las retinas neurales de ratones  P10, P14 y P21, 
tanto de la estirpe silvestre, C57Bl/6, como de la que sufre neurodegeneración, rd1. En 
todas las edades del intervalo analizado, durante el cual se produce la pérdida de 
bastones en la retina rd1, se observó expresión de los factores, proinsulina e IGF-I, y de 





Figura 4.12.- Expresión del mRNA de proinsulina, IGF-I y sus receptores en la retina del ratón rd1 
en degeneración. Gel teñido con bromuro de etidio de los fragmentos amplificados por RT-PCR a partir 
de retinas neurales de la estirpe rd1 durante el proceso degenerativo y de la estirpe silvestre C57Bl/6 en 
los mismos estadios indicados. Se utilizaron los cebadores de la Tabla 3.I. C1-C2 para proinsulina, C3-C4 
para IGF-I, C5-C6 para el receptor de insulina (IR), C7-C8 para el receptor de IGF-I (IGF-IR) y C9-C10 
para GAPDH. En tres edades postnatales que cubren el proceso degenerativo,  P10, P14 y P21, 
aparecen todos los elementos del sistema, tanto en el ratón silvestre como en el afectado por la 




Figura 4.13.- Expresión de las variantes de mRNA del receptor de insulina en la retina de ratón. A) 
Esquema del diseño de una RT-PCR para evidenciar la presencia o no del exón 11 en el mRNA del 
receptor de insulina de ratón. Se utilizaron los cebadores  C20  y C21 (Tabla 3.I) que flanquean dicho 
exón. B) Gel teñido con bromuro de etidio de los fragmentos amplificados por RT-PCR a partir de retinas 
neurales de la estirpe rd1 durante el proceso degenerativo y de la estirpe silvestre C57Bl/6 a P21. Se 
observa en todos los casos la amplificación de 2 bandas, siendo mayoritaria la que no contiene el exón. 
La identidad se comprobó por secuenciación. Se realizaron controles –RT, que fueron negativos en todos 
los casos y no se muestran en la figura. 
 
Esta observación también apoyaba la posible presencia de receptores a través de 
los que la proinsulina pudiera ejercer una acción farmacológica, requisito indispensable 
para su uso eficaz como terapia. En concreto, parece ser que la proinsulina señaliza 
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mejor a través de receptores híbridos formados por un dímero  ! del receptor de 
insulina y otro del receptor de IGF-I, al menos en la retina de pollo en desarrollo 
(García-de Lacoba et al., 1999). En líneas celulares transfectadas se ha podido 
ensamblar receptores híbridos, observándose que aquel que incluye la isoforma del 
receptor de insulina que no contiene el exón 11 es más promiscuo en sus capacidades de 
unión de factores de la familia de la insulina (Pandini et al., 2002). Con esto en mente, 
se realizó una RT-PCR dirigida a evidenciar la presencia o no del exón 11 en los 
mRNAs del receptor de insulina presentes en las retinas de ratones wt y rd1 (Fig. 4.13). 
En todos los casos se detectaron ambas isoformas, confirmándose su identidad por 
secuenciación. La forma mayoritaria a nivel de mRNA fue siempre la que excluye el 
exón 11 y es, en teoría, precursora de un mejor receptor de proinsulina.
4.3.2. Expresión diferencial del mRNA de la proinsulina 2 de ratón durante la 
neurodegeneración.
Nuestros resultados mostraban que la retina neural de ratón, tanto embrionaria 
como postnatal, tanto normal como en degeneración, expresaba mRNA de proinsulina, 
en concreto proinsulina 2, tal como se comprobó por secuenciación del producto de la 
RT-PCR. Mediante RT-PCR convencional no se pudo documentar diferencias 
significativas en los niveles de expresión de los factores o de los receptores de la familia 
de la insulina. Dada la relevancia de la proinsulina para nuestro proyecto, se decidió 
analizar en este caso por PCR cuantitativa la expresión de proinsulina 2 murina en las 
retinas neurales de ratones de la estirpe silvestre y de la que sufre neurodegeneración, 
durante dicho proceso. Se buscaba tener una imagen más precisa de posibles diferencias 
en su nivel o patrón de expresión durante la degeneración. Los ratones rd1 presentaron 
un perfil de expresión significativamente más elevado que los ratones silvestres durante 
el proceso degenerativo (Fig. 4.14). Esta observación estadísticamente significativa, 
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sugieren una posible respuesta frente al daño de la retina en degeneración. El abordaje 
terapéutico perseguido en nuestro trabajo podría, pues, entenderse como un 
reforzamiento de la respuesta natural, insuficiente para detener el progreso de la 
neurodegeneración. 
 
Figura 4.14.- Cuantificación de la expresión del mRNA de proinsulina 2 en la retina de ratón.
Mediante PCR cuantitativa, empleando los cebadores C1-C2 para proinsulina, y C16-C17 para S16 (Tabla 
3.I) se determinaron los valores relativos de mRNA de proinsulina 2 respecto al mRNA de la proteína S16 
para cada punto experimental. Los valores muestran la media y error estándar de una n=12 para todos los 
puntos excepto los valores de P5, donde la n=3. Se analizó por un ANOVA de dos vías, excluyendo los 
puntos P5. Hay una diferencia significativa entre el conjunto de valores del rd1 respecto al conjunto de 
valores de la estirpe silvestre, con un p<0,02.  
 
Los datos de PCR cuantitativa evidenciaban no sólo una regulación al alza de los 
niveles de mRNA de proinsulina 2 durante el proceso degenerativo, sino su persistencia 
cuando la capa de fotorreceptores ha desaparecido prácticamente. Así pues, otro tipo 
celular de la retina debía estar respondiendo al daño de los fotorreceptores. Para 
caracterizar dicho tipo celular, se tuvo que optimizar la sensibilidad de la hibridación in
situ para detectar los bajos niveles de mRNA de proinsulina 2 (Fig. 4.15). La expresión 
se encontró localizada en la capa de células ganglionares, tanto en ratones silvestres 
como en rd1. Además, en P10, más que en P20, se encontró algo de expresión en la 
capa nuclear interna.  
Edad postnatal

















































Figura 4.15.- Localización de la expresión del mRNA de proinsulina 2 en la retina de ratón. Fotos de 
hibridación in situ para el mRNA de proinsulina 2 de ratón en cortes histológicos de la retina de ratón 
silvestre a P10 (A) y P20 (C), de ratón rd1 a P10 (C) y P20 (D). E) Control negativo de retina hibridada con 
la sonda “sentido”. F) Control positivo de páncreas hibridado con la sonda “antisentido”. Las flechas 
señalan las zonas de expresión. CNE, capa nuclear externa; CNI, capa nuclear interna; CCG, capa de 























4.3.3. Efecto de la proinsulina en cultivos organotípicos de retina de ratón rd1 
La insulina y la proinsulina habían demostrado ser capaces de prevenir muerte 
inducida por ayuno de factores en retina embrionaria de pollo (Díaz et al., 1999), 
embrionaria de ratón (Apartado 4.1.3 y Anexo 1) y P2 de ratón (Duenker et al., 2005). 
Dicho efecto también era en principio posible en retinas en neurodegeneración, dada la 
expresión de los elementos del sistema (Apartado 4.3.1). Para su demostración directa 
acudimos a cultivos organotípicos de retina neural, como en los estudios previos antes 
referidos. Los cultivos organotípicos constituyen un sistema relativamente fisiológico y 
fácilmente manejable experimentalmente. Se realizaron, en primer lugar, cultivos de 6 
horas de neurorretinas de ratones silvestres a P14. Se empleó una única dosis de 10
-7
 M 
que, en nuestros estudios previos había demostrado ejercer el máximo de 
neuroprotección (Anexo I). Al igual que en los cultivos de retina embrionaria de ratones 
C57Bl/6, la insulina, como único factor añadido al medio de cultivo, fue capaz de 
revertir la incidencia de muerte hasta niveles semejantes a los encontrados in vivo (Fig. 
4.16). La proinsulina también tuvo efecto protector, pero menor. 
El perfil de atenuación de la muerte por los factores de la familia de la insulina 
en el ratón con neurodegeneración, C3H, fue relativamente similar, pero con dos 
peculiaridades interesantes. Por una parte, la inducción relativa de la muerte basal en 
cultivo fue menor, de sólo un 147% respecto al in vivo, cuando en los ratones silvestre 
había sido del 305%, lo que puede correlacionar con el mayor nivel de muerte de 
partida, debido a la degeneración de los bastones. Por otra parte, el efecto de la 
proinsulina fue más cercano al de la insulina que en el caso del ratón con degeneración 
C3H, lo que sugiere un re-ensamblaje de la capacidad de respuesta a la proinsulina en la 
retina dañada. La repetición de los cultivos en la estirpe rd1, una vez que estuvo  
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Figura 4.16.- Efecto de la proinsulina/insulina sobre la muerte inducida por cultivo de la retina de 
ratón P14 en 6 horas de ayuno de factores. Retinas de ratón de estirpe silvestre (C57wt, A) o con 
degeneración (C3H, B, y rd1, C) fueron cultivadas durante 6 horas en medio basal o suplementado con 
10
-7
 M insulina (Ins) o Proinsulina (Proins). Tras el cultivo, la proporción de muerte celular se determinó 
por la técnica TUNEL en disociados celulares y se relativizó al grupo basal. Se muestran las medias y sus 
errores estándar de las cuantificaciones en el número de retinas indicado. El análisis estadístico ANOVA 
mostró diferencias significativas entre todos los grupos (p<0,005), respecto a sus basales 
correspondientes. 
 
disponible, confirmó las observaciones en lo referente al nivel basal de muerte y al 
efecto de la proinsulina, que fue capaz de prevenir cerca del 70% de la muerte inducida 
por el cultivo en condiciones de ayuno de factores. Esta acción neuroprotectora de la 
proinsulina en retinas en degeneración no parece, sin embargo, rescatar de la 
degeneración a los fotorreceptores, pues los tratamientos no lograron disminuir el nivel 
de muerte de partida, incrementado por la neurodegeneración, hasta niveles semejantes 
a los encontrados en el ratón silvestre. En unos experimentos exploratorios con cultivos 



























































































Figura 4.17.- Efecto de la proinsulina/insulina sobre la muerte inducida por cultivo de la retina de 
ratón P14 en 24 horas de ayuno de factores. Retinas de ratón de estirpe silvestre (C57wt, A) o con 
degeneración (C3H, B) fueron cultivadas durante 24 horas en medio basal o suplementado con 10
-7
 M 
insulina (Ins) o Proinsulina (Proins). Tras el cultivo, la proporción de muerte celular se determinó por la 
técnica TUNEL en disociados celulares y se relativizó al grupo basal. Se muestran las medias y sus 
errores estándar de las cuantificaciones en el número de retinas indicado. El análisis estadístico ANOVA 
mostró diferencias significativas entre todos los grupos (p<0,005), respecto a sus basales 
correspondientes. 
 
Para ampliar estos datos de muerte, se realizaron tinciones TUNEL en secciones 
de estas retinas cultivadas durante 6 horas. El estudio histológico permite observar 
dónde se produce la muerte natural en cada una de las estirpes, dónde la estamos 
induciendo con el tratamiento de cultivo basal a 6 horas y dónde ejercen su efecto 
inhibición de muerte la insulina y la proinsulina añadidas exógenamente. Por el 
contrario, la cuantificación es menos precisa que en los disociados, por lo que no se 
incluyen los contajes variables en este trabajo. En las secciones se observó muy poca 
muerte en las retinas procedentes de ratones silvestres, independientemente del 
tratamiento, lo que confirma la necesidad de otros métodos de cuantificación 
alternativos (Fig. 4.18). Se puede observar una inducción de muerte moderada en la 
retina de ratones silvestres a 6 horas. El efecto protector de la insulina en cultivo reduce 
esta muerte generalizada. Por su parte, en el caso de las retinas de ratones rd1 cultivadas 
a 6 horas, se observó la abundante muerte que se produce en la capa de fotorreceptores 
(Fig. 4.18), que además se extiende a otras capas de la retina interna. El efecto protector 
de la proinsulina en este caso no parece reducir la muerte que se produce por la 



























































Figura 4.18.- Marcaje TUNEL en cortes de retinas tras los cultivos. Se muestran secciones de 
criostato de retinas de ratones silvestres (A y B) y de ratones rd1 (Cy D) a P14, previamente cultivadas 
durante 6 horas en condiciones basales (A y C) y con insulina (B) o proinsulina (D) en el medio. La barra 







La capacidad global de responder a insulina y proinsulina de retinas postnatales 
de ratón, tanto silvestre como en neurodegeneración, también se confirmó mediante el 
estudio de la activación de Akt, una molécula clásicamente mediadora se señales de 
supervivencia de los factores de la familia de la insulina (Varela-Nieto et al., 2003) 
(Fig. 4.19). Retinas P14, tanto de la estirpe silvestre como de rd1, cultivadas 6 horas en 
presencia de insulina o proinsulina, respondieron al tratamiento aumentando los niveles 
de fosforilación de Akt. La cuantificación por densitometría de bandas en las retinas de 
ratones rd1 indicó un aumento de 1,4 veces en las retinas cultivadas en presencia de 
proinsulina respecto a las cultivadas en condiciones basales.  
 
Figura 4.19.- Activación de Akt inducida por proinsulina/insulina en cultivo de 6 horas de la retina 
de ratón P14. Retinas de ratón de estirpe silvestre (A) o con degeneración (rd1, B) fueron cultivadas 
durante 6 horas en medio basal (B) o suplementado con 10
-7
 M insulina (Ins) o Proinsulina (Proins, P). 
Tras el cultivo, la activación de Akt (relación fosfo-Akt/Akt total) se determinó por inmunodetección en 
membrana de los extractos de las retinas cultivadas. C) Cuantificación por densitometría de las bandas de 



































































4.3.4. Efecto de la proinsulina en inyección intravitreal en retina de ratón rd1. 
Si bien el sistema de cultivo organotípico nos confirmó la capacidad de una 
retina postnatal de ratón de responder a proinsulina, incluso mejor en el caso de las 
retinas en degeneración, el efecto mayoritario observado fue la prevención de la muerte 
inducida por el cultivo. Para eliminar esa variable introducida por el propio método de 
estudio, acudimos a tratamientos in vivo, en concreto, a la inyección intravitreal de 1 µg, 
a una concentración de 1µg/µl, de proinsulina humana en ratones rd1 a P13. Los ojos 
derechos fueron inyectados con proinsulina y los izquierdos con el vehículo. Las 
inyecciones fueron únicas y los efectos se analizaron 24 ó 48 horas después, por 
TUNEL, tanto en retinas montadas en plano como en secciones. En estas últimas se 
evaluó también el número de fotorreceptores que quedaban en la capa nuclear externa. 
Ninguna de las cuantificaciones (TUNEL en secciones, TUNEL en retinas montadas en 
plano, fotorreceptores en secciones) proporcionó diferencias significativas entre el 
tratamiento con proinsulina y el vehículo. El hecho de que en ninguno de los casos se 
observara atenuación del proceso neurodegenerativo podía deberse a que la proinsulina 
no tuviera efecto en la muerte de bastones, como en el caso de los cultivos, o a que una 
única dosis no fuera suficiente.   
4.3.5. Efecto de la proinsulina en inyecciones subcutáneas en el ratón rd1. 
Para poder realizar tratamientos más prolongados, se probó una nueva vía de 
administración, la inyección subcutánea. Esta vía, rutinariamente usada para la 
administración de insulina en pacientes diabéticos, es mucho menos traumática que la 
inyección intravitreal.  Además, la administración de proinsulina humana de esta forma 
había dado resultados preliminares positivos de retraso en la degeneración de las células 
ganglionares de la retina tras corte del nervio óptico en rata adulta, tal como se ha 
  RESULTADOS
 83
comentado en la Introducción (ver tabla 1.II). Se realizaron numerosos protocolos para 
optimizar el aporte farmacológico de la proinsulina humana (Tabla 4.II). 
 
TABLA 4.II: Muestra el abordaje experimental que se siguió en cada uno de los intentos de inyección de 
proinsulina humana de forma subcutánea. En todos los casos la cantidad inyectada era de 1,6 µg de 
proinsulina humana, excepto en el caso 3, de P14 a P18 que fue de 2,5 µg. (nd= no determinado). El 
número de animales se refiere al total de hermanos por camada y experimento, siendo normalmente la 
mitad de ellos inyectados con PBS y la otra mitad con proinsulina humana.  
 
 En primer lugar, se determinó si mediante la inyección subcutánea la 
proinsulina alcanzaba la retina. Para ello se realizaron, en ratones inyectados 
subcutáneamente con proinsulina, estudios por inmunohistoquímica en cortes de retina, 
e inmunotransferencia en extractos de retina, que no dieron resultados concluyentes, 
muy posiblemente por falta de sensibilidad. Fue, por tanto, necesario utilizar un ELISA 
que detectaba la proinsulina humana (Fig. 4.20). Fue posible identificar proinsulina 
humana en un extracto de retina P14 de ratón silvestre tan sólo 2 horas después de una 
inyección subcutánea, de forma dosis dependiente. Una dosis de 1,6  g produjo una 
concentración retiniana de 0.72 pM, mientras que una dosis de 5  g produjo 3,62 pM. 
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posiblemente acumulados, más elevados, de 3,56 pM. Así pues, este abordaje nos 
confirmó la capacidad de la proinsulina exógena periférica de alcanzar la retina neural y 
la mayor efectividad de un tratamiento repetitivo, al menos, en conseguir niveles más 
altos de proinsulina en retina. 
 
 
Figura 4.20.- Presencia de proinsulina humana en retina tras su inyección por vía subcutánea. 
Cuantificación de proinsulina humana por ELISA en extractos de retina de ratones C57Bl/6 inyectados 
subcutáneamente con las cantidades de proinsulina indicadas, 2 horas antes de la preparación del 
extracto, o diariamente, entre P11 y P14, siendo la última inyección también 2 horas antes de la 
preparación del extracto.  
 
Comprobamos el efecto de tratamientos repetitivos en diversos intervalos sobre 
los fotorreceptores en neurodegeneración y sobre la función visual determinada por 
electrorretinograma (Tabla 4.II; Figs. 4.21, 4.22 y 4.23). En primer lugar, se intentó 
reproducir el protocolo que había tenido efecto en el corte de nervio óptico de rata. Se 
inyectó una dosis diaria de 1,6 µg entre P8 y P15. En este caso, no hubo efecto protector 
a nivel histológico. Para iniciar el rescate más tempranamente, pensando que el efecto 
podría ser más evidente si se administraba la proinsulina antes de que empezara el 
ELISA de proinsulina humana 
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proceso degenerativo, se probó el tratamiento entre P6 y P14. Con este protocolo los 
animales mostraron un mantenimiento de los fotorreceptores a P14 (Fig. 4.21). Se 
procedió a repetir este abordaje (Tabla 4.II), no lográndose mantenimiento de los 
fotorreceptores en esta ocasión. 
Con el fin de intentar confirmar la recuperación histológica observada,  también 
evaluar la función visual mediante electrorretinograma, se modificó el protocolo 
procediéndose a dos inyecciones diarias de 1,6 µg de proinsulina humana entre P6 y 
P14. Algunos animales se mantuvieron hasta P18, incrementándose en este segundo 
periodo la dosis de proinsulina a 2,5 µg. Este tratamiento no tuvo efectos protectores ni 
a nivel funcional (Fig. 4.23), ni a nivel histológico (Fig. 4.22).  
Así pues, sólo en un experimento de los cuatro realizados se vio una cierta 
recuperación histológica, documentada como mantenimiento a P14 de mayor número de 
filas de fotorreceptores (Fig. 4.21). El resultado más habitual fue falta de recuperación 
histológica y falta de función visual por ERG (Figs. 4.22 y Fig. 4.23), a pesar de que la 
proinsulina inyectada era capaz de alcanzar la retina en la que aparentemente se 














Figura 4.21.- Efecto de las inyecciones 
subcutáneas de proinsulina humana en la 
histología de la retina de ratones en 
neurodegeneración. Secciones de retina de 
ratones P14 inyectados cada 24 horas, entre 
P6 y P14, con 1,6 µg de proinsulina (B y D) o 
con el vehículo (A y C). Mediante tinción 
nuclear con DAPI se puede apreciar la 
preservación de los fotorreceptores en la 
capa nuclear externa en los ratones tratados 
con proinsulina. CNE, capa nuclear externa; 
CNI, capa nuclear interna; CCG, capa de 
células ganglionares. La barra representa 
200 µm en A y B, y 50 µm en C y D. 
 
Figura 4.22.- Efecto de las inyecciones subcutáneas 
de proinsulina humana en la histología de la retina 
de ratones en neurodegeneración. Secciones de 
retina de ratones P14 inyectados cada 12 horas entre 
P6 y P14 ó P18 con proinsulina humana (B y D) o 
vehículo (A y C).  Mediante tinción nuclear con DAPI se 
puede apreciar la pérdida de los fotorreceptores en la 
capa nuclear externa en todos los casos. CNE, capa 
nuclear externa; CNI, capa nuclear interna; CCG, capa 
de células ganglionares. La barra representa 25 µm. 
Figura 4.23.- Efecto de las inyecciones 
subcutáneas de proinsulina humana en la función 
visual de ratones en neurodegeneración.
Electrorretinogramas de ratones inyectados cada 12 
horas entre P6 y P14 ó P18 con proinsulina humana 
(Proins) o vehículo (PBS).  A) Electrorretinograma en 
condiciones fotópicas estimulando con un pulso de . 
B) Electrorretinograma de ratones hermanos de 
camada sometidos a los diferentes tratamientos. La 
inyección de proinsulina no evitó el proceso de 
































4.4. Efecto de la proinsulina producida constitutivamente en el ratón rd10. 
Al no observar una mejora en el proceso de la neurodegeneración tras la 
administración exógena, decidimos investigar si una administración más constante y no 
sujeta a posibles efectos de perdida de actividad de producto, podría tener un efecto 
protector de la degeneración. Para ello se había iniciado la obtención de un ratón 
transgénico productor constitutivo de proinsulina humana. Dicho proceso y su 
retrocruce a bagaje homogéneo llevó más de 3 años, durante los cuales se fueron 
realizando los abordajes hasta ahora expuestos. 
Por otra parte, durante el desarrollo del trabajo también fuimos conscientes de 
que degeneraciones rápidas, como la que se produce en las células ganglionares tras el 
corte del nervio óptico o en los fotorreceptores del ratón rd1, pueden ser más difíciles de 
atenuar que otras de curso más lento. Por ello, los cruces definitivos para validar nuestra 
hipótesis de trabajo se realizaron con el modelo rd10, que no había estado disponible al 
comienzo de nuestro trabajo. 
4.4.1 La neurodegeneración retiniana en el modelo rd10. 
Los ratones Pdeb
rd10
 portan una mutación en el gen de la fosfodiesterasa de 
GMP cíclico específica de bastones, el mismo gen afectado que en los ratones rd1, pero 
con un fenotipo menos drástico (Chang et al., 2002). Su bagaje génico es C56Bl/6J, por 
lo que consideramos extrapolables todas las observaciones realizadas en el ratón rd1 
sobre la expresión de elementos del sistema insulina. Dada su relativa novedad, la 
descripción disponible de su fenotipo es muy somera, por lo que se procedió a una 
caracterización detallada del proceso degenerativo en colaboración con el grupo del 
Prof. Pedro de la Villa (Manuscrito en preparación). 
De especial importancia para nuestro abordaje era la caracterización del proceso 
de muerte de los fotorreceptores. De nuevo aplicamos la técnica de TUNEL en retinas 
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en plano a  P20, P25, P30, P35 y P40 (Fig. 4.24), y se cuantificó el número de células 
apoptóticas en la retina central. La degeneración se inicia en el entorno de P20, cuando 
los ratones ya muestran función visual, lo que permite una determinación más precisa de 
dicha función que en el caso del ratón rd1. El pico de muerte en retina central ocurre en 




Figura 4.24.- Progresión del proceso de muerte celular en la retina de los ratones rd10.  Retinas de 
ratones rd10 fueron montadas en plano con la capa de fotorreceptores hacia arriba y la 
neurodegeneración fue evidenciada mediante la técnica TUNEL. En las fotos se muestra una compilación 
de fotos tomadas por microscopía confocal alrededor del nervio óptico (asterisco) de retinas de las 
edades indicadas. Los puntos verdes brillantes son los núcleos apoptóticos. La barra representa 200 µm. 
En la gráfica se muestra el contaje directo de células TUNEL positivas en fotos como las mostradas. Se 















4.4.2 Obtención de ratones transgénicos productores constitutivos de 
proinsulina humana. 
Para disponer de un modelo efectivo de aporte mantenido de proinsulina humana 
se generó un ratón transgénico que expresaba proinsulina humana en el músculo 
estriado regulado por el promotor constitutivo muscular MLC (del inglés Miosin Light 
Chain) de la cadena ligera de la miosina del músculo estriado (Fig. 3.2). El trabajo de 
obtención se realizó en colaboración con el grupo de la Prof. Fátima Bosch 
(Universidad Autónoma de Barcelona). Se obtuvieron 7 individuos fundadores en 
bagaje genético mixto C57Bl/6 y SJL. Se retrocruzaron sucesivamente con ratones rd10 
de bagaje C57Bl/6 puro para homogeneizar el bagaje genético y posteriormente la 
homocigosis para rd10. Aunque se realizaron experimentos preliminares a partir de la 3ª 
generación (93% de C57Bl/6), todos los resultados se comprobaron con camadas de 6ª 
generación o posteriores (99% de C57Bl/6). Se mantuvieron dos líneas independientes, 
L1 y L2, que denominaremos Proins/rd10.
 
 
Un primer control de los animales transgénicos fue la determinación de 
producción de proinsulina en músculo, proinsulinemia y glucemia. Los extractos totales 
de músculo dieron mucho fondo en diferentes técnicas de detección de proinsulina 
humana que, sin embargo, fueron inequívocamente positivas (Tabla 4.III y Fig.4.25). 
Incluso se pudo detectar por inmunotransferencia una banda compatible con la 
proinsulina humana (Fig. 4.25). Respecto a la proinsulinemia, aunque no era detectable 
en todos los animales transgénicos, en una buena proporción si lo fue, en el rango 1-15 
pM. La poca potencia metabólica documentada para la proinsulina se confirmó al 
analizar la glucemia de los ratones transgénicos que se mantenía en el rango de la 







TABLA 4.III: Cuadro resumen de los ratones Proins/rd10  analizados a P30. Se muestra el fenotipo 
analizado en cuatro ejemplos de ratones Proins/rd10 a P30. La glucemia, los niveles de proinsulina 
humana en sangre y músculo medidos por ELISA contra la proinsulina humana, las respuestas ERG 




Figura 4.25.- Inmunodetección contra el péptido C humano en estractos de músculo y retina de 
ratones Proins/rd10 y wt. Se muestra el control positivo de proinsulina humana (hP) donde aparece una 
banda de 17kDa, correspondiente a una forma oligomerizada de esta.  La banda positiva a la altura de 17 
kDa en el estracto de músculo de ratón Proins/rd10 (MTg), que no se encuentra en retina de ratones 
Proins/Tg (RTg) ni en retina (Rwt) ni músculo de ratones silvestres (Mwt). 
 
Por lo tanto, tenemos dos líneas de ratones productores de proinsulina humana 
en el músculo estriado de forma constitutiva (línea 1 y 2), que además son homocigotos 
para la mutación rd10, con un bagaje homogéneo C57Bl/6. Estos ratones expresan 
proinsulina en músculo, que vierten al torrente circulatorio. Los bajos niveles detectados 















1 15 1,29 121 2-3 regular 
2 26 1,75 114 4-5 bien 
3 64 2,35 80 5-6 bien 
4 2 0,9 139 1-2 mal 
17
hPro Rwt Mwt MTg RTg
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glucosa en sangre son normales, por lo que la proinsulina no está teniendo efectos 
metabólicos no deseados.  
4.4.3  Progresión de la neurodegeneración en ratones Proins/rd10  
Para el análisis del progreso de la degeneración se escogió, en primer lugar, P30, 
cuando ya ha ocurrido el pico de muerte de bastones en el ratón rd10 (Fig. 4.24) y la 
función visual está seriamente comprometida, según se puede determinar mediante un 
electrorretinograma. Esta técnica no invasiva permite mantener al animal vivo para 
pruebas posteriores.  
Se midió la respuesta electrorretinográfica de los fotorreceptores estimulándolos 
a baja intensidad lumínica, con lo que principalmente se activan los bastones (respuesta 
escotópica o nocturna), y con alta intensidad, con lo que principalmente se estimulan los 
conos (respuesta fotópica o diurna) y los bastones dejan de emitir debido al efecto del 
blanqueamiento del pigmento. El ratón silvestre, que no sufre degeneración, presenta el 
registro pleno de potenciales visuales (Fig. 4.26). Por el contrario, los ratones rd10 han 
perdido la práctica totalidad de sus registros. La presencia de proinsulina en cualquiera 
de las dos líneas de ratones transgénicos atenuó parcialmente la pérdida de función 
visual, tanto fotópica como escotópica. (Fig. 4.26). La realización de un estudio 
semejante entre hermanos de camada, con diversos niveles de producción de proinsulina 
(Tabla 4.III) evidenció un cierto efecto dosis dependiente del rescate de función visual 




Figura 4.26.- Función visual en ratones Proins/rd10.Registros electrorretinográficos de las respuestas 
de bastones, mixta y de conos en ratones silvestres (wt), rd10 y en ambas líneas (L1 y L2) de ratones 
Proins/rd10 a P30. En los tres tipos de ERG analizados, los ratones silvestres tienen una amplia 
respuesta a P30, mientras que los ratones rd10 apenas tienen función visual. En ambas líneas de ratones 










También se realizó el seguimiento a diferentes edades de la función visual en los 
animales Proins/rd10 (Fig. 4.27). Se observó preservación de visión, tanto nocturna 
como diurna hasta P45, llegando, en algunos casos, a tener respuestas hasta P55. El 
nivel relativo de preservación fue mejor para la visión diurna, al comparar los 
electrorretinogramas de ratones Proins/rd10 con los silvestres. Así pues, la proinsulina 
constitutivamente producida en músculo fue capaz de atenuar la neurodegeneración 
retiniana del ratón rd10 y prolongar la función visual en dichos ratones, sin llegar a su 
preservación. 
Para correlacionar la preservación funcional con la estructural del tejido, se 
realizó un análisis histológico a P32, en los mismos ratones que a P30 habían puesto de 
manifiesto una preservación de la función visual (Tabla 4.III). En criosecciones de 
retina se puede evaluar el mantenimiento de fotorreceptores mediante una simple 
tinción nuclear con DAPI (Fig. 4.28). Se observó que los ratones que presentaban 
niveles elevados de proinsulina en suero también preservaban la función visual y a su 
vez presentaban mayor número de filas de fotorreceptores (Tabla 4.III).  
Los conos son el otro tipo de células fotorreceptoras de la retina. Estas no están 
afectadas por la mutación, pero sufren una degeneración secundaria cuando los bastones 
mueren. Utilizamos como marcador de conos una aglutinina que reacciona con el 
pigmento específico de los conos. De esta forma se detectan los segmentos externos de 
los conos, así como las terminales axónicas de los mismos (Fig. 4.28). Se observó que, a 
P32, en el ratón rd10 los conos ya estaban afectados. Había menor número de conos y 
los segmentos externos de los conos que quedaban estaban retraídos. La presencia de 




Figura 4.27.- Evolución de la función visual en ratones Proins/rd10. Registros electrorretinográficos 
de las respuestas escotópicas (A) y fotópicas (B) en ratones silvestres (wt), rd10 y Proins/rd10 desde P35 
hasta P55.  A) ERG en condiciones escotópicas (adaptación a la oscuridad). Se muestran las respuestas 
a baja y alta intensidad de estímulo. Se observa como la respuesta de bastones en el ratón silvestre no 
varía a lo largo del tiempo. A estas edades los ratones rd10 no muestran ya ninguna respuesta. En 
cambio, los ratones Proins/rd10 consiguen mantener respuesta hasta P55, donde casi desaparece. B)
ERG en condiciones fotópicas (adaptación a la luz). Se muestran las respuestas a alta intensidad de 
estímulo luminoso tras un pulso de 5 milisegundos (ms). Los ratones rd10 no muestran respuesta a 





Figura 4.28.- Preservación de bastones y conos en la retina de ratones Proins/rd10.  Secciones de 
retina de ratones silvestre a P35 (A), Proins/rd10 a P32 (B y C) y rd10 a P32 (D). Mediante tinción nuclear 
con DAPI (azul) se puede evaluar el estado de los fotorreceptores en la capa nuclear externa. Mediante la 
tinción específica de conos (verde) se puede evaluar el estado de sus segmentos externos y terminal 
sináptica.  Con ambas tinciones se observa preservación parcial de bastones (más filas) y de conos (más 
segmentos y terminales) en los ratones Proins/rd10 respecto a los rd10. CNE, capa nuclear externa; CNI, 




Figura 4.29.- Preservación de sinapsis en la retina de ratones Proins/rd10. Secciones de retina de 
ratones silvestre a P35 (A), Proins/rd10 a P32 (B y C) y rd10 a P32 (D). La tinción nuclear con DAPI (azul) 
se utiliza para identificar las distintas capas. La inmunohistoquímica para la proteína SV2 (verde, 
constitutiva de las vesículas sinápticas) permite evaluar en estado de las dos capas plexiformes de la 
retina. La CPI muestra bastante expresión en todos los casos. La CPE está parcialmente preservada en 
los ratones Proins/rd10 respecto a los rd10. CNE, capa nuclear externa; CPE, capa plexiforme externa, 
CNI, capa nuclear interna; CPI, capa plexiforme interna; CCG, capa de células ganglionares. La barra 
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Por último, para ver el estado de las sinapsis en la retina, utilizamos el 
anticuerpo SV2 que se une a una proteína expresada en los botones sinápticos. Los 
ratones silvestres mostraron gran expresión de esta proteína en ambas capas plexiformes 
de la retina. En el ratón rd10, la capa plexiforme interna se asemejó a lo observado en el 
ratón silvestre, pero la expresión en capa plexiforme externa estaba muy alterada. Los 
ratones Proins/rd10
 
mostraron niveles intermedios de tinción en la capa plexiforme 
externa (Fig. 4.29).  
 
Así pues, el rescate de la función visual ejercido por la proinsulina se 




















 El presente trabajo se ha basado en la hipótesis de que los mecanismos de 
regulación del proceso de muerte celular programada que tienen lugar en situaciones 
fisiológicas pueden estar activos, al menos de forma parcial, en situaciones patológicas. 
Como sistema fisiológico hemos estudiado la neurorretina embrionaria de ratón. Como 
modelo de patología nos hemos centrado en las enfermedades neurodegenerativas de la 
retina conocidas globalmente como Retinosis Pigmentaria. Sobre dicha hipótesis de 
partida, hemos perseguido desarrollar un posible abordaje terapéutico basado en las 
observaciones previas de nuestro grupo sobre el papel de la proinsulina como factor 
atenuador del proceso fisiológico de la muerte celular programada durante el desarrollo 
del sistema nervioso del embrión de pollo.  
 Los trabajos previos del grupo en el embrión de pollo habían demostrado que la 
muerte celular programada está implicada en la neurogénesis de la retina. También se  
había estudiado el papel de los factores de crecimiento de la familia de la insulina, en 
especial la proinsulina, en la regulación de dicho proceso (Díaz et al., 1999; Díaz et al., 
2000; García-de Lacoba et al., 1999; Mayordomo et al., 2003; Pimentel et al., 2000). 
Nuestros experimentos exploratorios indican que la situación parece completamente 
extrapolable a la retina embrionaria de ratón, donde el proceso de muerte también existe 
y es regulable por los factores de la familia de la insulina (Anexo I). Es interesante 
observar que la insulina es capaz de interferir en el proceso de muerte celular 
programada con el ejecutado tanto por las caspasas, las principales proteasas implicadas 
en apoptosis, como con el ejecutado por las catepsinas, de más reciente implicación. 
Además, el efecto de supervivencia de la insulina predomina sobre el inductor de 
muerte ejercido por el TGF-  en este sistema (Duenker et al., 2005). Y, en el embrión 
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de pollo, la insulina también promueve la expresión de la molécula Hsc70 de función 
antiapoptótica (de la Rosa et al., 1998; Rubio et al., 2002). Todo estos resultados, 
indicativos de un fuerte efecto farmacológico de la proinsulina/insulina sobre el proceso 
de muerte, se refuerzan en su vertiente fisiológica al haber sido capaces de detectar los 
mRNAs de los factores y receptores, así como de determinar la presencia de 
concentraciones nanomolares de proinsulina en la retina embrionaria de ratón, en el 
rango de su ED50 (Apartado  4.1.1 y 4.1.2). Estos resultados, asimismo, refuerzan 
nuestra reivindicación del papel fisiológico de la insulina/proinsulina en la regulación 
de procesos del desarrollo. Al contrario que para otros factores de la familia, en especial 
el IGF-I, no está  ampliamente aceptada la función no metabólica de la proinsulina 
(Hernández-Sánchez et al., 2006; Varela-Nieto et al., 2003). 
 Una vez determinado el potente efecto de la proinsulina/insulina en la 
prevención de la apoptosis en condiciones fisiológicas, decidimos ampliar el estudio del 
proceso de muerte en los ratones rd, modelo de neurodegeneración empleado en el 
presente trabajo. La muerte de fotorreceptores en el modelo rd1 estaba meramente 
caracterizada como apoptótica por su fenotipo (Chang et al., 1993; Portera-Cailliau et
al., 1994), con muy pocos estudios, y frecuentemente contradictorios, sobre los 
mecanismos de regulación y de ejecución. En las secciones de retina de ratones rd 
pudimos datar P14 como una edad central en el proceso degenerativo, por lo que nos 
centramos en esta edad para nuestros estudios. Frente a las caracterizaciones del proceso 
apoptótico en secciones, donde se pierde mucha información espacial y cuantitativa, 
hemos realizado el estudio de la distribución y cuantificación mediante la técnica 
TUNEL sobre retinas montadas en plano, con la capa de fotorreceptores expuesta hacia 
el observador. Por su parte, en la retina de la estirpe silvestre de P14, ocurre una muerte 
normal del desarrollo, que en esta edad afecta principalmente a los fotorreceptores en 
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maduración (Pequignot et al., 2003). La cuantificación del porcentaje de células en 
proceso de muerte natural, realizada en disociados de retina, es de aproximadamente el 
0,5% del total de las células. En la retina de ratones rd1 a P14 el porcentaje alcanza el 
2,1% aproximadamente. Se suma la muerte natural con la muerte por degeneración de 
los bastones. Es decir, en el entorno del pico de máxima muerte, apenas un 1,5% de las 
células están implicadas en el proceso patológico de muerte. Este dato podría explicar la 
falta de resultados concluyentes sobre las vías de ejecución implicadas en el proceso, así 
como los resultados contradictorios publicados en el campo y que han sido expuestos en 
el apartado 1.4.2. de la Introducción. 
 Los patrones de muerte descritos anteriormente, en especial en el ratón rd1, solo 
consideran la retina central. Pero cuando se observa la retina periférica, el proceso 
degenerativo va retrasado unos días respecto a la retina central. Este tipo de gradientes 
centro-periféricos han sido bien descritos para el nacimiento de los distintos tipos 
celulares en la retina del embrión de pollo (Prada et al., 1991) y son extrapolables a la 
retina de ratón. Los trabajos sobre el desarrollo de la retina postnatal de ratón (Young, 
1985) muestran como la proliferación en la retina central cesa alrededor de P5, mientras 
que en la periféria se observan los procesos con 3-4 días de retraso con respecto a la 
central. El hecho de que la degeneración siga un patrón tanto temporal como espacial, 
sugiere que tiene que haber algún proceso subyacente, más allá de la mutación común a 
todos los bastones, que haga que unos fotorreceptores mueran antes que otros. Blanks y 
cols. (Blanks et al., 1997) analizaron si lo que podía estar determinando la muerte de las 
células en un momento dado era su linaje clonal, pero no consiguieron correlacionar el 
análisis de linaje clonal con la muerte de las células. Dado que el patrón de nacimiento 
de los bastones en la retina se asemeja bastante al patrón de muerte de los mismos 
durante la degeneración (Fig. 5.1), cotejamos la hipótesis de que lo que determina el 
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momento de muerte de cada una de los bastones es su momento de nacimiento, 
entendiendo este como el momento en que salen de ciclo y comienzan a diferenciarse. 
Diseñamos una estrategia para seguir el destino de una pequeña población de bastones, 
mediante inyecciones de BrdU a P6 (Apartado 4.2.2.). Nuestros resultados muestran que 
los fotorreceptores nacidos después de ese día no empiezan a morir hasta P16. Este dato 
podría tener una relación con el tiempo que necesitan los bastones desde que nacen 







Figura 5.1.- Esquema de los patrones de nacimiento y muerte de los bastones de la retina en el modelo 
rd1.  En P0 se sitúa el pico de nacimiento de los bastones. A P10 la retina ya no prolifera y el proceso 
degenerativo ha comenzado. El pico de muerte lo situamos a P14, y a P21 prácticamente no quedan 
bastones en la retina.  
 
 Una vez sugerida la relación temporal entre el nacimiento y la muerte, había que 
identificar un “reloj molecular” que determinara ese lapso de tiempo encontrado entre 
muchos procesos y que parece ser de unos diez días. Nuestra especulación es que la 
falta de función de la enzima PDE específica de bastones, resultaría en un acúmulo de 
cGMP en la célula. Los canales de cationes estarían abiertos con más frecuencia de lo 
normal y el Ca2+ entraría en la célula. Por su parte, los sistemas de exclusión de 
cationes de la célula, que en principio son funcionales, drenarían el Ca2+ de la célula, 
que también sería captado por el retículo endoplásmico y la mitocondria. Un pequeño 
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desbalance entre el flujo de entrada y el de salida del Ca2+ en la célula mantenido en el 
tiempo podría resultar en un aumento progresivo de la concentración de Ca2+ 
intracelular, que llegaría a un umbral en el que los sistemas de protección de la célula 
estarían saturados y dispararía el proceso de muerte. Así pues, suponemos que el Ca2+ 
podría ser la molécula que funcionara como “reloj molecular. Entre la literatura del 
campo, el trabajo de Fox y cols. (1999) detectaron un acúmulo de Ca2+ en estractos de 
retina rd previamente a, y durante, el proceso degenerativo. El Ca2+ es una de las 
moléculas con mayor complejidad funcional. Numerosos trabajos sugieren que una 
elevación del Ca2+ citoplasmático sostenida da lugar a una muerte celular del tipo 
apoptótica, pero también es capaz de activar calpaínas, catepsinas e, incluso, de inducir 
procesos necróticos (Nicotera and Orrenius, 1998; Trump and Berezesky, 1996). De ahí 
podría venir parte de la gran controversia en los mecanismos de muerte en los modelos 
rd que se observan según los grupos que lo estudien, además del bajo porcentaje de 
células llevando a cabo el proceso en un momento dado mencionado anteriormente. Hay 
numerosos estudios en el rd sobre el Ca2+, sobre todo dirigidos a salvar los bastones y 
recuperar la función visual (Frasson et al., 1999; Takano et al., 2004). En nuestra 
determinación de niveles de Ca2+ en células individuales encontramos, en un análisis 
exploratorio, cómo los fotorreceptores de los ratones rd1 tienen más Ca2+ citoplásmico 
de lo que llegan a tener los ratones silvestres en oscuridad (Apartado 4.2.3).  
 Aunque se ha establecido que la muerte de los fotorreceptores es del tipo 
apoptótica, básicamente porque se detectan cuerpos picnóticos por la técnica de 
TUNEL, esto no es concluyente de los mecanismos de muerte celular que están activos. 
Si el Ca2+ es determinante del proceso, podría estar saturando además el retículo 
endoplásmico y la mitocondria, que normalmente funcionan como reservorios celulares, 
y producir estrés de retículo y disfuncionalidad de la mitocondria. Esto provocaría la 
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apertura del poro de transición mitocondríal, salida de citocromo c, y activación de 
caspasas, pero además alteraría la producción y regulación de las especies reactivas de 
oxígeno y estas aumentarían el daño celular y provocarían la muerte (Shen et al., 2005). 
Efectivamente, en algunos trabajos se ha visto que agentes antioxidantes parecen ejercer 
un efecto protector sobre la degeneración rd1 (Ahuja et al., 2005). Por otro lado, el 
estradiol actuando como antioxidante, parece activar la via PI3K-Akt en la retina de 
ratas in vivo e in vitro y ejercer efecto neuroprotector en la misma (Yu et al., 2004). 
Teniendo todo esto en cuenta, junto con la controversia sobre los mecanismos de muerte 
encontrados en la literatura, es razonable la implicación de múltiples mecanismos de 
muerte (Rohrer et al., 2004). El grupo que mejor lo ha caracterizado, ya que 
consiguieron aislar la población de fotorreceptores con degeneración del resto de tipos 
celulares de la retina, es el grupo de Thomas Cotter (Universidad de Cork, Irlanda). 
Nosotros intentamos realizar una selección de los fotorreceptores por citometría de 
flujo, pero no ha sido aún posible ponerlo a punto. Seleccionaron por citometría de flujo 
la población de fotorreceptores y analizaron muchas vías de muerte implicadas. Entre 
ellas vieron activación de calpaínas, catepsinas, alteración del potencial mitocondrial y 
producción de especies reactivas de oxígeno (Doonan et al., 2005) (Fig. 5.2). Se han 










Figura 5.2.- Esquema de los posibles sucesos que pueden ocurrir en los bastones de ratones rd. El flujo 
de entrada de Ca2+ por los canales dependientes de cGMP sería mayor que el flujo de salida por los 
sistemas de exclusión de cationes de la célula. Esto supondría un aumento progresivo de la 
concentración de Ca2+ citoplásmico que sería captado por las mitocondrias y otros reservorios celulares. 
Alcanzado un cierto umbral, los reservorios celulares se saturarían y se podría producir disfuncionalidad 
mitocondrial, con depleción de energía y producción de especies reactivas de oxigeno (ROS). La 
activación de calpaínas y catepsinas, además de caspasas, llevaría a la célula a la muerte. 
 
  Un aspecto que sí logramos caracterizar en el proceso degenerativo, de especial 
relevancia para nuestra hipótesis de trabajo, fue el estado de expresión del sistema de 
insulina en la retina (Apartado 4.3.1.). Era necesario comprobar si la retina neural, tanto 
la normal como la que sufre degeneración, expresaba todo el sistema de insulina, al 
menos los receptores, para poder responder a la terapia que posteriormente se le iba a 
aplicar. La retina en degeneración no sólo expresaba los mRNAs de proinsulina, IGF-I, 
receptor de insulina y receptor de IGF-I, al igual que la del ratón silvestre, sino que 
regulaba a la alza la expresión de proinsulina (Fig. 4.14). Si después de la degeneración 
de los bastones de la retina, todavía se encuentra expresión de proinsulina, es lógico 
deducir que tiene que ser otro tipo celular el que lo exprese. En los experimentos de 
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detección de mRNA de proinsulina mediante hibridación in situ, la expresión se localizó 
principalmente en la capa de células ganglionares, que de alguna forma estarían 
respondiendo al daño tisular aumentando sus niveles de proinsulina. Con todos estos 
resultados, se puede especular que las retinas de los ratones rd1 durante el proceso 
degenerativo incrementan su expresión de proinsulina endógena, un efectivo sistema de 
protección durante el desarrollo, que en esta situación no llega a evitar el proceso 
degenerativo.  
 Aunque habíamos comprobado que el sistema de la insulina estaba presente en 
la retina del ratón, tanto pre como postnatal y durante el proceso degenerativo, era 
necesario conocer si estaba funcional para poder utilizar la proinsulina como terapia. 
Con dicho fin, se realizaron en primer lugar los experimentos in vitro, donde además la 
dosis de proinsulina estaba controlada. Ya se había reportado rescate por insulina en 
cultivo de células de retina (Barber et al., 2001). El sistema de insulina no sólo está 
presente en la retina, sino que es funcional en cuanto a la prevención de la muerte 
inducida por ayuno de factores en cultivo. (Apartado 4.3.3). El aporte de insulina en el 
medio de cultivo evita que ocurra esta muerte, tanto en las retinas de los ratones 
silvestres como en las retinas con degeneración, obteniéndose el mismo nivel de muerte 
que se encuentran en los in vivo correspondientes. Sin embargo, el tratamiento en 
cultivo no tienen ningún efecto sobre el mayor nivel de muerte de partida de las retinas 
rd, que refleja el hecho en si de la neurodegeneración de los fotorreceptores.  
 Una observación interesante fue que la proinsulina, aunque tiene un efecto 
protector sobre la muerte inducida por ayuno de factores, no consigue salvar en igual 
proporción que la insulina en el caso de los ratones silvestres. Sorprendentemente, pero 
de acuerdo con nuestra hipótesis, la proinsulina es más potente en las estirpes de ratón 
con degeneración. Esto sugiere que la insulina y la proinsulina tienen efectos diferentes 
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según el tipo de sistema que actúe, lo que posiblemente depende de los receptores 
presentes y a través de los cuales señaliza cada factor. La presencia de receptores 
promiscuos, con mayor afinidad por la proinsulina que los metabólicos clásicos, ha sido 
documentada en edades tempranas del desarrollo de la retina de embrión de pollo, 
desapareciendo según avanza el desarrollo (García-de Lacoba et al., 1999). Nuestros 
resultados son compatibles con una re-expresión de dichos receptores en la situación de 
daño neurodegenerativo, que ocurriría en paralelo a la mayor presencia del mRNA de la 
proinsulina.  
 La capacidad de responder a insulina/proinsulina por parte de las retinas también 
se confirma a nivel de la vía de señalización canónica, en concreto de la fosforilación de 
Akt (Apartado 4.3.3). Se sabe que la degeneración rd1 provoca una inactivación de Akt 
durante el proceso degenerativo (Johnson et al., 2005; Jomary et al., 2006). Una bajada 
en la fosforilación de Akt parece estar favoreciendo el proceso de muerte celular 
observado en estas células. Es decir, que la vía canónica de supervivencia podría estar 
inactiva durante el proceso degenerativo de los fotorreceptores. El aporte exógeno de 
proinsulina parece activar Akt, lo que podría explicar parte del efecto anti-apoptótico 
observado en cultivo. Esto también se ha visto con insulina (Barber et al., 2001). En un 
estudio en retinas ex vivo de rata, se observó cómo la administración de insulina 10 nM 
era capaz de activar IR-IRS2-Akt1 en la retina (Reiter et al., 2003). Previamente se 
había estudiado la expresión de Akt 1/3 en la retina, y se había encontrado en múltiples 
localizaciones celulares, incluidos los segmentos externos de los fotorreceptores. Otro 
dato que sugiere la importancia de tener esta vía activada para el mantenimiento y 
funcionalidad de los fotorreceptores de la retina, es el encontrado en un estudio del 
mutante nulo para IRS2. IRS2 se expresa en los fotorreceptores de ratón, y la abolición 
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de su expresión lleva a la muerte de los fotorreceptores, que parece que no llegan ni a 
desarrollarse en algunos casos (Yi et al., 2005).  
 Aunque la proinsulina funcione como factor de supervivencia celular y se 
exprese endógenamente en la retina en degeneración, esta no es suficiente para evitar la 
muerte de las células que llevan un daño intrínseco. Por ello se planteó la posibilidad de 
que un aporte exógeno de proinsulina podría ayudar y forzar la supervivencia de las 
células dañadas. La insulina, que es igualmente efectiva en los estudios in vitro no se 
contempla como terapia por sus fuertes efectos hipoglucemiantes. En cambio la 
proinsulina no tiene estos efectos. Un estudio previo en colaboración con el Prof. 
Manuel Vidal Sanz, nos indicó el posible funcionamiento de este abordaje. En este 
trabajo se utilizó el paradigma de corte del nervio óptico de rata silvestre adulta. Este 
daño agudo, produce una muerte de las células ganglionares (cuyo axón se ha cortado), 
quedando solo la mitad de esta población pasada una sola semana después del corte 
(Tabla 1.II). Se probaron diferentes factores y con distinta forma de administración 
(subcutáneas e intravítreas), siendo, en resumen, la proinsulina administrada 
subcutáneamente, tan efectiva como el BDNF, más incluso que el IGF-I. Dados los 
prometedores resultados del experimento de daño agudo en ratas, se replicaron los 
experimentos de inyecciones subcutáneas e intravítreas de proinsulina humana en los 
ratones rd1. La forma de administración y la dosis empleada fueron las mismas que en 
el caso del corte del nervio óptico en rata. Los resultados fueron básicamente negativos 
(Tabla 4.II y Fig.4.22). Nuestros controles descartaban la posibilidad de que pudiera no 
estar llegando a la retina, dado que era detectable en un extracto de retina en 
concentración proporcional a la dosis inyectada (Fig. 4.20). Adicionalmente, aunque la 
administración intravítrea aseguraba que la proinsulina llegara a la retina, tampoco se 
observó rescate con este abordaje.  
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 La razón por la que la administración de proinsulina subcutánea, que funcionó 
en el modelo del corte del nervio óptico en rata, no fue efectiva en la degeneración rd1, 
posiblemente tiene que ver con el tipo celular afectado. En el caso del corte del nervio 
óptico, las células que degeneran son las ganglionares de proyección, mientras que en el 
modelo rd1, son los bastones fotorreceptores. Además, el daño provocado en el corte 
del nervio óptico es un daño agudo externo a la célula, pero la célula no tiene ningún 
problema intrínseco. En cambio, en el modelo rd1, los bastones portan una mutación y, 
posiblemente, desde que comienzan a diferenciarse tienen su funcionamiento alterado y 
acumulan Ca2+, es decir, tienen un daño intrínseco. Esto también puede explicar porqué 
en los cultivos de explantes de retinas de ratones rd1 se evita la muerte provocada por 
deprivación de factores, pero no la de la degeneración. De hecho, los resultados 
reportados por otros laboratorios con factores de crecimiento, como el BDNF y el 
CNTF, que enlentecían el proceso de muerte celular en cultivos de explantes de retina 
neural de ratones rd, requerían largos tiempos, comenzando los cultivos antes de que 
comience el proceso degenerativo (Caffe et al., 2001). De todas formas, la 
administración de estos factores in vivo, sobre todo intravítreamente, no tuvieron los 
efectos esperados en ciertos modelos rd. En cambio, cuando estos factores se expresan 
de una forma mantenida, haciendo uso de la generación de ratones transgénicos que 
expresaban estos factores bajo el promotor de la rodopsina de los bastones (Okoye et
al., 2003), el resultado era mucho más efectivo, llegando a producirse un retraso 
considerable en la muerte. Además, en un estudio reciente (Kim et al., 2005), se ha visto 
que una administración sistémica del antioxidante phenyl-N-tert-butylnitrone retrasaba 
la degeneración tipo rd. Siguiendo esta línea de pensamiento, puede ser necesario que 
cualquier intervención terapeútica necesite estar mantenida en el tiempo, cubriendo la 
totalidad del proceso neurodegenerativo.  
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 La generación de dos líneas de ratones transgénicos productores de proinsulina 
humana bajo el promotor muscular MLC1, y a su vez homocigotos para la mutación 
rd10, permitió poder analizar el efecto sobre la degeneración de retina de la proinsulina 
cuando se produce de una forma mantenida (Apartado 4.4). Los ratones de ambas líneas 
presentan niveles circulantes de proinsulina humana mantenidos, sin depender de dosis, 
estado del producto y momento de la inyección (todo lo que pudo fallar en la 
administración subcutánea). Al ser de producción endógena, no se deteriora como le 
puede pasar a un producto comercial. La producción de proinsulina humana se detecta 
en músculo y en suero por ELISA, aunque no pudo ser detectada en la retina (Tabla 
4.III). La variabilidad que se encuentra entre individuos Proins/rd10 se debe 
principalmente al transgén, ya que la mutación rd10 en sí no presenta ninguna 
variabilidad poblacional y sigue siempre patrones bien definidos (Fig. 4. 24). Por eso 
era importante correlacionar los efectos con los niveles de producción de proinsulina, y 
no con el genotipo, debido a la distinta penetrancia que presenta. Por su parte, los 
registros electrorretinográficos realizados en el laboratorio del Prof. Pedro de la Villa, 
muestran cómo la desaparición de las respuestas electrorretinográficas va en paralelo 
con la desaparición de los bastones. De esta forma, a P30, los registros son 
prácticamente nulos en los ratones rd10 (Fig. 4.26). Por el contrario, los ratones 
Proins/rd10 muestran respuestas a estímulos lumínicos a edades en las que los ratones 
rd10 no muestran ninguna respuesta. La persistencia de la función visual es variable 
entre individuos Proins/rd10, de nuevo posiblemente debido a la penetrancia del 
transgen, aunque siempe superaron ampliamente a los ratones rd10 control, en especial 
en lo referente a la respuesta de conos, visión diurna. Esta observación posiblemente 
correlaciona con el hecho de que, en los modelos rd, no sólo mueren las células que 
llevan la mutación, los bastones, sino que secundariamente mueren los conos y el resto 
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de la retina también degenera a más largo plazo sin tener ninguna alteración intrínseca 
(Jones and Marc, 2005; Strettoi et al., 2003; Strettoi et al., 2002), ya sea por carencia de 
factores tróficos, alteración de las conexiones o disminución de su funcionalidad. Parece 
ser que los bastones liberan un factor específico necesario para el soporte trófico de los 
conos (Leveillard et al., 2004). Además, la desaparición de los bastones, que supone el 
97% de las células de la CNE, representa una falta de soporte físico para los conos.  
Los resultados del estudio histológico muestran que las retinas de los ratones 
Proins/rd10 están en mejor estado que las de los ratones rd10 control, correlacionando 
con su función visual. Mantienen mayor número de bastones y conos, y las conexiones 
sinápticas a nivel de la capa plexiforme externa (que es donde suceden las sinapsis entre 
los fotorreceptores y las células bipolares) están más organizadas. Todo esto sugiere 
que, además de retrasar la muerte de los bastones en degeneración, la proinsulina estaría 
ejerciendo una función de mantenimiento y soporte sobre el resto de la retina, que 
también sufre las consecuencias secundariamente.  
 Además de los mecanismos ya discutidos anteriormente que podrían explicar el 
rescate mediado por proinsulina, existen otros descritos en la literatura utilizando 
insulina y otros factores de la familia distintos a la proinsulina. Nuestra idea es que la 
proinsulina podría estar activando también dichas vías. La insulina produce una 
inhibición dosis dependiente de la entrada de Ca2+ a través de canales activados por 
alto voltaje (tipo L) en bastones (Stella et al., 2001). Al inhibir de esta forma el aumento 
de Ca2+ intracelular se retrasarían los procesos letales inducidos por acumulación de 
Ca2+. Además, la insulina activa vías de supervivencia a partir de su receptor con 
actividad tirosín-quinasa (Rajala et al., 2002; Rajala et al., 2004). Por otro lado, se ha 
visto que otro miembro de la familia de la insulina, el IGF-1, también tiene efecto 
neuroprotector (Torres Aleman, 2005; Trejo et al., 2004). Ya que parece ser que la 
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muerte en las degeneraciones de retina depende de la activación de múltiples vías, el 
uso de una molécula pleiotrópica, como la proinsulina, la hace idónea para una posible 
aplicación terapéutica (Fig. 5.3). Una observación importante es la derivada del hecho 
de que aunque una célula sea portadora de un daño intrínseco, el caso de los bastones 
del ratón rd10, mantenga su funcionalidad mientras permanezca viva. Esto constituye 
un sólido soporte de la utilidad de las terapias neuroprotectoras antiapoptóticas, que 
podrían ser aplicables a numerosas enfermedades neurodegenerativas donde se produce 









Figura 5.3.- Esquema indicativo de los posibles efectos de la proinsulina en el proceso degenerativo. Los 
efectos pleitrópicos de la proinsulina la convierten en posible candidata para una aplicación terapéutica en 
las enfermedades neurodegenerativas. El esquema se basa en las observaciones del grupo de los 
efectos de insulina/proinsulina durante el desarrollo y datos en la literatura. 
 
 El presente trabajo ha desarrollado un primer estudio de la aplicación terapéutica 
de la proinsulina a las enfermedades heredodegenerativas de la retina. El hecho de que 
se retrase la degeneración supone un alargamiento de la función visual del individuo 
afectado. Además, como los conos se mantienen mejor, la mejora de la visión diurna y 
de color puede ser más importante. Aún más; el hecho de que el resto de la retina esté 
en mejor estado general, también supondría una ayuda a las terapias sustitutorias, de 
neurorreparación, que necesitan una retina en buen estado para poder ser efectivas. Para 
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poder llegar a una aplicación clínica faltan muchos estudios, algunos de los cuales ya se 
están llevando a cabo en la actualidad. Como el abordaje de individuos transgénicos no 
es posible en humanos, se están desarrollando vectores virales AAV portadores del gen 
de la proinsulina como terapia en enfermedades heredodegenerativas de la retina, así 







1. La proinsulina desempeña una función fisiológica durante el desarrollo de la 
retina de ratón. La retina embrionaria de ratón expresa los mRNAs de los factores y 
receptores de la familia de la insulina y, además, proinsulina en el rango nM, lo que 
posibilita su función biológica. Los factores de la familia de la insulina ejercen un 
efecto anti-apoptótico sobre la muerte celular en cultivo, al igual que ocurre en los 
estudios previos en la retina en desarrollo de embrión de pollo. 
2. La degeneración de la retina de ratón rd1 sigue un patrón espacio-temporal 
definido. La degeneración de fotorreceptores está relacionada con el nacimiento de los 
mismos. Se ha datado en 10 días el periodo entre ambos eventos. En relación con la 
posible acumulación de una sustancia pro-apoptótica durante dicho periodo, los 
fotorreceptores de la retina del ratón rd1 a P14 presentan una mayor cantidad de Ca2+
citoplásmico que el que se detecta en los fotorreceptores de la retina de ratón silvestre, 
lo que sugiere que el Ca2+ podría funcionar como un “reloj molecular” del proceso 
degenerativo de los bastones. 
3. La retina postnatal de ratones rd1 expresa más mRNA de proinsulina que la de 
los ratones silvestres, lo que sugiere una respuesta del sistema al daño que está 
sufriendo. La expresión del mRNA de proinsulina se localiza principalmente en la capa 
de células ganglionares en todos los casos.
4. El ayuno de factores en cultivo de retina neural de ratones silvestres y rd1 induce 
una muerte celular que es rescatable por insulina y proinsulina. El efecto de la 
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proinsulina en las retinas de ratones rd1 es más potente que el que ejerce en las retinas 
de ratones silvestres, lo que, de nuevo, podría indicar una respuesta, a nivel de 
receptores en este caso, a la degeneración que sufren. Por el contrario, no se observa un 
efecto atenuador de la degeneración de bastones en cultivo por ninguno de los factores. 
5. La proinsulina humana inyectada subcutáneamente es capaz de llegar a la retina 
neural y sus niveles se correlacionan con la cantidad suministrada. Aun así, las 
inyecciones subcutáneas e intravítreas en los ratones rd1 no presentan efecto atenuador 
de la degeneración de bastones. 
6. El ratón rd10 cursa con una degeneración de bastones más lenta que la que se 
observa en el ratón rd1, aunque con un perfil similar en su transcurso, y su pico de 
muerte se encuentra a P25. 
7. La proinsulina también desempeña una función protectora en situaciones 
patológicas. El ratón Proins/rd10 produce proinsulina humana en músculo estriado y la 
libera al torrente circulatorio. Estos ratones tienen mayor número de fotorreceptores a 
P30 que los ratones rd10 a esa misma edad, así como mejor estado de conos y sinapsis 
en el capa plexiforme externa. Esto se correlaciona con una mejor función visual en los 
mismos, en especial la respuesta de conos, que en muchos casos llega a alargarse 20-25 





Ahuja, P., Caffe, A.R., Ahuja, S., Ekstrom, P. and van Veen, T. (2005) Decreased 
glutathione transferase levels in rd1/rd1 mouse retina: replenishment protects 
photoreceptors in retinal explants. Neuroscience, 131, 935-943. 
Akeo, K., Hiramitsu, T., Kanda, T., Karasawa, Y. and Okisaka, S. (1996) Effects of 
superoxide dismutase and catalase on growth of retinal pigment epithelial cells 
in vitro following addition of linoleic acid or linoleic acid hydroperoxide. 
Ophthalmic Res, 28, 8-18. 
Alarcon, C., Serna, J., Perez-Villamil, B. and de Pablo, F. (1998) Synthesis and 
differentially regulated processing of proinsulin in developing chick pancreas, 
liver and neuroretina. FEBS Lett, 436, 361-366. 
Barber, A.J., Nakamura, M., Wolpert, E.B., Reiter, C.E., Seigel, G.M., Antonetti, D.A. 
and Gardner, T.W. (2001) Insulin rescues retinal neurons from apoptosis by a 
phosphatidylinositol 3-kinase/Akt-mediated mechanism that reduces the 
activation of caspase-3. J Biol Chem, 276, 32814-32821. 
Bell, G.I., Pictet, R.L., Rutter, W.J., Cordell, B., Tischer, E. and Goodman, H.M. (1980) 
Sequence of the human insulin gene. Nature, 284, 26-32. 
Benecke, H., Flier, J.S. and Moller, D.E. (1992) Alternatively spliced variants of the 
insulin receptor protein. Expression in normal and diabetic human tissues. J Clin 
Invest, 89, 2066-2070. 
Bennett, J., Tanabe, T., Sun, D., Zeng, Y., Kjeldbye, H., Gouras, P. and Maguire, A.M. 
(1996) Photoreceptor cell rescue in retinal degeneration (rd) mice by in vivo 
gene therapy. Nat Med, 2, 649-654. 
Blanks, J.C. and Johnson, L.V. (1986) Vascular atrophy in the retinal degenerative rd 
mouse. J Comp Neurol, 254, 543-553. 
Blanks, J.C., Spee, C., Barron, E., Rich, K.A. and Schmidt, S. (1997) Lineage study of 
degenerating photoreceptor cells in the rd mouse retina. Curr Eye Res, 16, 733-
737.
Bowes, C., Li, T., Danciger, M., Baxter, L.C., Applebury, M.L. and Farber, D.B. (1990) 
Retinal degeneration in the rd mouse is caused by a defect in the beta subunit of 
rod cGMP-phosphodiesterase. Nature, 347, 677-680. 
Boya, P. and de la Rosa, E.J. (2005) Cell death in early neural life. Birth Defects Res C 
Embryo Today, 75, 281-293. 
Burek, M.J. and Oppenheim, R.W. (1996) Programmed cell death in the developing 
nervous system. Brain Pathol, 6, 427-446. 
Burns, M.E. and Arshavsky, V.Y. (2005) Beyond counting photons: trials and trends in 
vertebrate visual transduction. Neuron, 48, 387-401. 
BIBLIOGRAFÍA
118
Bustin, S.A. (2000) Absolute quantification of mRNA using real-time reverse 
transcription polymerase chain reaction assays. J Mol Endocrinol, 25, 169-193. 
Bustin, S.A. (2002) Quantification of mRNA using real-time reverse transcription PCR 
(RT-PCR): trends and problems. J Mol Endocrinol, 29, 23-39. 
Caffe, A.R., Soderpalm, A.K., Holmqvist, I. and van Veen, T. (2001) A combination of 
CNTF and BDNF rescues rd photoreceptors but changes rod differentiation in 
the presence of RPE in retinal explants. Invest Ophthalmol Vis Sci, 42, 275-282. 
Cajal, S.R., (1909, 1911). Histologie du Système Nerveux de l’Homme et 
des Vertébrés, L. Azoulay, trans. Paris: Maloine. Translated into 
English as Histology of the Nervous System of Man and Vertebrates (N. 
Swanson and L.W. Swanson, trans.). New York: Oxford University Press, 
1995.
Carter-Dawson, L.D. and LaVail, M.M. (1979) Rods and cones in the mouse retina. II. 
Autoradiographic analysis of cell generation using tritiated thymidine. J Comp 
Neurol, 188, 263-272. 
Carter-Dawson, L.D., LaVail, M.M. and Sidman, R.L. (1978) Differential effect of the 
rd mutation on rods and cones in the mouse retina. Invest Ophthalmol Vis Sci,
17, 489-498. 
Castagne, V. and Clarke, P.G. (2000) Neuroprotective effects of a new glutathione 
peroxidase mimetic on neurons of the chick embryo's retina. J Neurosci Res, 59,
497-503.
Cayouette, M., Behn, D., Sendtner, M., Lachapelle, P. and Gravel, C. (1998) Intraocular 
gene transfer of ciliary neurotrophic factor prevents death and increases 
responsiveness of rod photoreceptors in the retinal degeneration slow mouse. J
Neurosci, 18, 9282-9293. 
Cayouette, M., Smith, S.B., Becerra, S.P. and Gravel, C. (1999) Pigment epithelium-
derived factor delays the death of photoreceptors in mouse models of inherited 
retinal degenerations. Neurobiol Dis, 6, 523-532. 
Cepko, C.L. (1996) The patterning and onset of opsin expression in vertebrate retinae. 
Curr Opin Neurobiol, 6, 542-546. 
Cepko, C.L., Austin, C.P., Yang, X., Alexiades, M. and Ezzeddine, D. (1996) Cell fate 
determination in the vertebrate retina. Proc Natl Acad Sci U S A, 93, 589-595. 
Combettes-Souverain, M. and Issad, T. (1998) Molecular basis of insulin action. 
Diabetes Metab, 24, 477-489. 
Connell, G., Bascom, R., Molday, L., Reid, D., McInnes, R.R. and Molday, R.S. (1991) 
Photoreceptor peripherin is the normal product of the gene responsible for 
retinal degeneration in the rds mouse. Proc Natl Acad Sci U S A, 88, 723-726. 
BIBLIOGRAFÍA
119
Chang, B., Hawes, N.L., Hurd, R.E., Davisson, M.T., Nusinowitz, S. and Heckenlively, 
J.R. (2002) Retinal degeneration mutants in the mouse. Vision Res, 42, 517-525. 
Chang, G.Q., Hao, Y. and Wong, F. (1993) Apoptosis: final common pathway of 
photoreceptor death in rd, rds, and rhodopsin mutant mice. Neuron, 11, 595-605. 
Chong, N.H., Alexander, R.A., Waters, L., Barnett, K.C., Bird, A.C. and Luthert, P.J. 
(1999) Repeated injections of a ciliary neurotrophic factor analogue leading to 
long-term photoreceptor survival in hereditary retinal degeneration. Invest 
Ophthalmol Vis Sci, 40, 1298-1305. 
Datta, S.R., Brunet, A. and Greenberg, M.E. (1999) Cellular survival: a play in three 
Akts. Genes Dev, 13, 2905-2927. 
de la Rosa, E.J., Bondy, C.A., Hernandez-Sanchez, C., Wu, X., Zhou, J., Lopez-
Carranza, A., Scavo, L.M. and de Pablo, F. (1994) Insulin and insulin-like 
growth factor system components gene expression in the chicken retina from 
early neurogenesis until late development and their effect on neuroepithelial 
cells. Eur J Neurosci, 6, 1801-1810. 
de la Rosa, E.J. and de Pablo, F. (2000) Cell death in early neural development: beyond 
the neurotrophic theory. Trends Neurosci, 23, 454-458. 
de la Rosa, E.J., Vega-Nunez, E., Morales, A.V., Serna, J., Rubio, E. and de Pablo, F. 
(1998) Modulation of the chaperone heat shock cognate 70 by embryonic 
(pro)insulin correlates with prevention of apoptosis. Proc Natl Acad Sci U S A,
95, 9950-9955. 
de Pablo, F. and de la Rosa, E.J. (1995) The developing CNS: a scenario for the action 
of proinsulin, insulin and insulin-like growth factors. Trends Neurosci, 18, 143-
150.
Deltour, L., Leduque, P., Blume, N., Madsen, O., Dubois, P., Jami, J. and Bucchini, D. 
(1993) Differential expression of the two nonallelic proinsulin genes in the 
developing mouse embryo. Proc Natl Acad Sci U S A, 90, 527-531. 
Devaskar, S.U., Giddings, S.J., Rajakumar, P.A., Carnaghi, L.R., Menon, R.K. and 
Zahm, D.S. (1994) Insulin gene expression and insulin synthesis in mammalian 
neuronal cells. J Biol Chem, 269, 8445-8454. 
Diaz, B., Pimentel, B., de Pablo, F. and de La Rosa, E.J. (1999) Apoptotic cell death of 
proliferating neuroepithelial cells in the embryonic retina is prevented by 
insulin. Eur J Neurosci, 11, 1624-1632. 
Diaz, B., Serna, J., De Pablo, F. and de la Rosa, E.J. (2000) In vivo regulation of cell 
death by embryonic (pro)insulin and the insulin receptor during early retinal 
neurogenesis. Development, 127, 1641-1649. 
Doonan, F., Donovan, M. and Cotter, T.G. (2005) Activation of multiple pathways 




Duenker, N., Valenciano, A.I., Franke, A., Hernandez-Sanchez, C., Dressel, R., 
Behrendt, M., De Pablo, F., Krieglstein, K. and de la Rosa, E.J. (2005) Balance 
of pro-apoptotic transforming growth factor-beta and anti-apoptotic insulin 
effects in the control of cell death in the postnatal mouse retina. Eur J Neurosci,
22, 28-38. 
Faktorovich, E.G., Steinberg, R.H., Yasumura, D., Matthes, M.T. and LaVail, M.M. 
(1990) Photoreceptor degeneration in inherited retinal dystrophy delayed by 
basic fibroblast growth factor. Nature, 347, 83-86. 
Farber, D.B. and Lolley, R.N. (1974) Cyclic guanosine monophosphate: elevation in 
degenerating photoreceptor cells of the C3H mouse retina. Science, 186, 449-
451.
Farber, D.B., Park, S. and Yamashita, C. (1988) Cyclic GMP-phosphodiesterase of rd 
retina: biosynthesis and content. Exp Eye Res, 46, 363-374. 
Fox, D.A., Poblenz, A.T. and He, L. (1999) Calcium overload triggers rod 
photoreceptor apoptotic cell death in chemical-induced and inherited retinal 
degenerations. Ann N Y Acad Sci, 893, 282-285. 
Frasson, M., Sahel, J.A., Fabre, M., Simonutti, M., Dreyfus, H. and Picaud, S. (1999) 
Retinitis pigmentosa: rod photoreceptor rescue by a calcium-channel blocker in 
the rd mouse. Nat Med, 5, 1183-1187. 
Garcia-de Lacoba, M., Alarcon, C., de la Rosa, E.J. and de Pablo, F. (1999) 
Insulin/insulin-like growth factor-I hybrid receptors with high affinity for insulin 
are developmentally regulated during neurogenesis. Endocrinology, 140, 233-
243.
Giddings, S.J. and Carnaghi, L.R. (1990) Selective expression and developmental 
regulation of the ancestral rat insulin II gene in fetal liver. Mol Endocrinol, 4,
1363-1369.
Hargrave P.A., Hamm H.E., Hofmann K.P. (1993) Interaction of rhodopsin with the G-
protein, transducin. Bioessays. 15, 43-50.
Hernandez-Sanchez, C., Lopez-Carranza, A., Alarcon, C., de La Rosa, E.J. and de 
Pablo, F. (1995) Autocrine/paracrine role of insulin-related growth factors in 
neurogenesis: local expression and effects on cell proliferation and 
differentiation in retina. Proc Natl Acad Sci U S A, 92, 9834-9838. 
Hernandez-Sanchez, C., Mansilla, A., de la Rosa, E.J. and de Pablo, F. (2006) 
Proinsulin in development: new roles for an ancient prohormone. Diabetologia.
Hernandez-Sanchez, C., Mansilla, A., de la Rosa, E.J., Pollerberg, G.E., Martinez-Salas, 
E. and de Pablo, F. (2003) Upstream AUGs in embryonic proinsulin mRNA 
control its low translation level. Embo J, 22, 5582-5592. 
BIBLIOGRAFÍA
121
Hernandez-Sanchez, C., Rubio, E., Serna, J., de la Rosa, E.J. and de Pablo, F. (2002) 
Unprocessed proinsulin promotes cell survival during neurulation in the chick 
embryo. Diabetes, 51, 770-777. 
Jeon, C.J., Strettoi, E. and Masland, R.H. (1998) The major cell populations of the 
mouse retina. J Neurosci, 18, 8936-8946. 
Johnson, L.E., van Veen, T. and Ekstrom, P.A. (2005) Differential Akt activation in the 
photoreceptors of normal and rd1 mice. Cell Tissue Res, 320, 213-222. 
Jomary, C., Cullen, J. and Jones, S.E. (2006) Inactivation of the Akt survival pathway 
during photoreceptor apoptosis in the retinal degeneration mouse. Invest
Ophthalmol Vis Sci, 47, 1620-1629. 
Jomary, C., Neal, M.J. and Jones, S.E. (2001) Characterization of cell death pathways in 
murine retinal neurodegeneration implicates cytochrome c release, caspase 
activation, and bid cleavage. Mol Cell Neurosci, 18, 335-346. 
Jones, B.W. and Marc, R.E. (2005) Retinal remodeling during retinal degeneration. Exp
Eye Res, 81, 123-137. 
Joza, N., Kroemer, G. and Penninger, J.M. (2002) Genetic analysis of the mammalian 
cell death machinery. Trends Genet, 18, 142-149. 
Keeler, C. (1966) Retinal degeneration in the mouse is rodless retina. J Hered, 57, 47-
50.
Kelly, R.B. (1985) Pathways of protein secretion in eukaryotes. Science, 230, 25-32. 
Kim, D.H., Kim, J.A., Choi, J.S. and Joo, C.K. (2002) Activation of caspase-3 during 
degeneration of the outer nuclear layer in the rd mouse retina. Ophthalmic Res,
34, 150-157. 
Kim, J.H., Yu, Y.S., Jeong, S.M. and Kim, K.W. (2005) Delay of photoreceptor cell 
degeneration in rd mice by systemically administered phenyl-N-tert-
butylnitrone. Korean J Ophthalmol, 19, 288-292. 
Krizaj, D., Bao, J.X., Schmitz, Y., Witkovsky, P. and Copenhagen, D.R. (1999) 
Caffeine-sensitive calcium stores regulate synaptic transmission from retinal rod 
photoreceptors. J Neurosci, 19, 7249-7261. 
Krizaj, D. and Copenhagen, D.R. (1998) Compartmentalization of calcium extrusion 
mechanisms in the outer and inner segments of photoreceptors. Neuron, 21, 249-
256.
Krizaj, D. and Copenhagen, D.R. (2002) Calcium regulation in photoreceptors. Front
Biosci, 7, d2023-2044. 
Kuan, C.Y., Roth, K.A., Flavell, R.A. and Rakic, P. (2000) Mechanisms of programmed 
cell death in the developing brain. Trends Neurosci, 23, 291-297. 
BIBLIOGRAFÍA
122
Kuida, K., Haydar, T.F., Kuan, C.Y., Gu, Y., Taya, C., Karasuyama, H., Su, M.S., 
Rakic, P. and Flavell, R.A. (1998) Reduced apoptosis and cytochrome c-
mediated caspase activation in mice lacking caspase 9. Cell, 94, 325-337. 
LaVail, M.M., Unoki, K., Yasumura, D., Matthes, M.T., Yancopoulos, G.D. and 
Steinberg, R.H. (1992) Multiple growth factors, cytokines, and neurotrophins 
rescue photoreceptors from the damaging effects of constant light. Proc Natl 
Acad Sci U S A, 89, 11249-11253. 
LaVail, M.M., Yasumura, D., Matthes, M.T., Lau-Villacorta, C., Unoki, K., Sung, C.H. 
and Steinberg, R.H. (1998) Protection of mouse photoreceptors by survival 
factors in retinal degenerations. Invest Ophthalmol Vis Sci, 39, 592-602. 
Leist, M. and Jaattela, M. (2001) Four deaths and a funeral: from caspases to alternative 
mechanisms. Nat Rev Mol Cell Biol, 2, 589-598. 
Leveillard, T., Mohand-Said, S., Lorentz, O., Hicks, D., Fintz, A.C., Clerin, E., 
Simonutti, M., Forster, V., Cavusoglu, N., Chalmel, F., Dolle, P., Poch, O., 
Lambrou, G. and Sahel, J.A. (2004) Identification and characterization of rod-
derived cone viability factor. Nat Genet, 36, 755-759. 
Liang, F.Q., Aleman, T.S., Dejneka, N.S., Dudus, L., Fisher, K.J., Maguire, A.M., 
Jacobson, S.G. and Bennett, J. (2001) Long-term protection of retinal structure 
but not function using RAAV.CNTF in animal models of retinitis pigmentosa. 
Mol Ther, 4, 461-472. 
Lipton, S.A., Choi, Y.B., Pan, Z.H., Lei, S.Z., Chen, H.S., Sucher, N.J., Loscalzo, J., 
Singel, D.J. and Stamler, J.S. (1993) A redox-based mechanism for the 
neuroprotective and neurodestructive effects of nitric oxide and related nitroso-
compounds. Nature, 364, 626-632. 
Livesey, F.J. and Cepko, C.L. (2001) Vertebrate neural cell-fate determination: lessons 
from the retina. Nat Rev Neurosci, 2, 109-118. 
MacDonald, I.M., Tran, M. and Musarella, M.A. (2004) Ocular genetics: current 
understanding. Surv Ophthalmol, 49, 159-196. 
Mansilla, A., Lopez-Sanchez, C., de la Rosa, E.J., Garcia-Martinez, V., Martinez-Salas, 
E., de Pablo, F. and Hernandez-Sanchez, C. (2005) Developmental regulation of 
a proinsulin messenger RNA generated by intron retention. EMBO Rep, 6, 1182-
1187.
Marc, R.E., Jones, B.W., Watt, C.B. and Strettoi, E. (2003) Neural remodeling in retinal 
degeneration. Prog Retin Eye Res, 22, 607-655. 
Marquardt, T. and Gruss, P. (2002) Generating neuronal diversity in the retina: one for 
nearly all. Trends Neurosci, 25, 32-38. 
Martin, L.J. (2001) Neuronal cell death in nervous system development, disease, and 
injury (Review). Int J Mol Med, 7, 455-478. 
BIBLIOGRAFÍA
123
Masland, R.H. (2001a) The fundamental plan of the retina. Nat Neurosci, 4, 877-886. 
Masland, R.H. (2001b) Neuronal diversity in the retina. Curr Opin Neurobiol, 11, 431-
436.
Mattson, M.P. (2000) Apoptosis in neurodegenerative disorders. Nat Rev Mol Cell Biol,
1, 120-129. 
Mayordomo, R., Valenciano, A.I., de la Rosa, E.J. and Hallbook, F. (2003) Generation 
of retinal ganglion cells is modulated by caspase-dependent programmed cell 
death. Eur J Neurosci, 18, 1744-1750. 
McCarthy, S.T., Younger, J.P. and Owen, W.G. (1994) Free calcium concentrations in 
bullfrog rods determined in the presence of multiple forms of Fura-2. Biophys J,
67, 2076-2089. 
McLaughlin, M.E., Sandberg, M.A., Berson, E.L. and Dryja, T.P. (1993) Recessive 
mutations in the gene encoding the beta-subunit of rod phosphodiesterase in 
patients with retinitis pigmentosa. Nat Genet, 4, 130-134. 
Mervin, K. and Stone, J. (2002) Developmental death of photoreceptors in the 
C57BL/6J mouse: association with retinal function and self-protection. Exp Eye 
Res, 75, 703-713. 
Miller, J.L., Picones, A. and Korenbrot, J.I. (1994) Differences in transduction between 
rod and cone photoreceptors: an exploration of the role of calcium homeostasis. 
Curr Opin Neurobiol, 4, 488-495. 
Miller, S.A., Dykes, D.D. and Polesky, H.F. (1988) A simple salting out procedure for 
extracting DNA from human nucleated cells. Nucleic Acids Res, 16, 1215. 
Morales, A.V., Serna, J., Alarcon, C., de la Rosa, E.J. and de Pablo, F. (1997) Role of 
prepancreatic (pro)insulin and the insulin receptor in prevention of embryonic 
apoptosis. Endocrinology, 138, 3967-3975. 
Morrison, S.J. (2002) Pten-uating neural growth. Nat Med, 8, 16-18. 
Morrow, E.M., Belliveau, M.J. and Cepko, C.L. (1998a) Two phases of rod 
photoreceptor differentiation during rat retinal development. J Neurosci, 18,
3738-3748.
Morrow, E.M., Furukawa, T. and Cepko, C.L. (1998b) Vertebrate photoreceptor cell 
development and disease. Trends Cell Biol, 8, 353-358. 
Muglia, L. and Locker, J. (1984) Extrapancreatic insulin gene expression in the fetal rat. 
Proc Natl Acad Sci U S A, 81, 3635-3639. 




Nicholson, D.W. (2000) From bench to clinic with apoptosis-based therapeutic agents. 
Nature, 407, 810-816. 
Nijhawan, D., Honarpour, N. and Wang, X. (2000) Apoptosis in neural development 
and disease. Annu Rev Neurosci, 23, 73-87. 
Okoye, G., Zimmer, J., Sung, J., Gehlbach, P., Deering, T., Nambu, H., Hackett, S., 
Melia, M., Esumi, N., Zack, D.J. and Campochiaro, P.A. (2003) Increased 
expression of brain-derived neurotrophic factor preserves retinal function and 
slows cell death from rhodopsin mutation or oxidative damage. J Neurosci, 23,
4164-4172.
Oppenheim, R.W. (1991) Cell death during development of the nervous system. Annu
Rev Neurosci, 14, 453-501. 
Orci, L., Vassalli, J.D. and Perrelet, A. (1988) The insulin factory. Sci Am, 259, 85-94. 
Pandini, G., Frasca, F., Mineo, R., Sciacca, L., Vigneri, R. and Belfiore, A. (2002) 
Insulin/insulin-like growth factor I hybrid receptors have different biological 
characteristics depending on the insulin receptor isoform involved. J Biol Chem,
277, 39684-39695. 
Pawlyk, B.S., Li, T., Scimeca, M.S., Sandberg, M.A. and Berson, E.L. (2002) Absence 
of photoreceptor rescue with D-cis-diltiazem in the rd mouse. Invest Ophthalmol 
Vis Sci, 43, 1912-1915. 
Pequignot, M.O., Provost, A.C., Salle, S., Taupin, P., Sainton, K.M., Marchant, D., 
Martinou, J.C., Ameisen, J.C., Jais, J.P. and Abitbol, M. (2003) Major role of 
BAX in apoptosis during retinal development and in establishment of a 
functional postnatal retina. Dev Dyn, 228, 231-238. 
Pimentel, B., Sanz, C., Varela-Nieto, I., Rapp, U.R., De Pablo, F. and de La Rosa, E.J. 
(2000) c-Raf regulates cell survival and retinal ganglion cell morphogenesis 
during neurogenesis. J Neurosci, 20, 3254-3262. 
Pittler, S.J. and Baehr, W. (1991) Identification of a nonsense mutation in the rod 
photoreceptor cGMP phosphodiesterase beta-subunit gene of the rd mouse. Proc
Natl Acad Sci U S A, 88, 8322-8326. 
Pittler, S.J., Keeler, C.E., Sidman, R.L. and Baehr, W. (1993) PCR analysis of DNA 
from 70-year-old sections of rodless retina demonstrates identity with the mouse 
rd defect. Proc Natl Acad Sci U S A, 90, 9616-9619. 
Portera-Cailliau, C., Sung, C.H., Nathans, J. and Adler, R. (1994) Apoptotic 
photoreceptor cell death in mouse models of retinitis pigmentosa. Proc Natl 
Acad Sci U S A, 91, 974-978. 
Prada, C., Puga, J., Perez-Mendez, L., Lopez, R. and Ramirez, G. (1991) Spatial and 




Rajala, R.V., McClellan, M.E., Ash, J.D. and Anderson, R.E. (2002) In vivo regulation 
of phosphoinositide 3-kinase in retina through light-induced tyrosine 
phosphorylation of the insulin receptor beta-subunit. J Biol Chem, 277, 43319-
43326.
Rajala, R.V., McClellan, M.E., Chan, M.D., Tsiokas, L. and Anderson, R.E. (2004) 
Interaction of the retinal insulin receptor beta-subunit with the p85 subunit of 
phosphoinositide 3-kinase. Biochemistry, 43, 5637-5650. 
Ratto, G.M., Payne, R., Owen, W.G. and Tsien, R.Y. (1988) The concentration of 
cytosolic free calcium in vertebrate rod outer segments measured with fura-2. J
Neurosci, 8, 3240-3246. 
Rau, K., Muglia, L. and Locker, J. (1989) Insulin-gene expression in extrafetal 
membranes of rats. Diabetes, 38, 39-43. 
Reiter, C.E., Sandirasegarane, L., Wolpert, E.B., Klinger, M., Simpson, I.A., Barber, 
A.J., Antonetti, D.A., Kester, M. and Gardner, T.W. (2003) Characterization of 
insulin signaling in rat retina in vivo and ex vivo. Am J Physiol Endocrinol 
Metab, 285, E763-774. 
Reme, C.E., Grimm, C., Hafezi, F., Marti, A. and Wenzel, A. (1998) Apoptotic cell 
death in retinal degenerations. Prog Retin Eye Res, 17, 443-464. 
Rinderknecht, E. and Humbel, R.E. (1978) The amino acid sequence of human insulin-
like growth factor I and its structural homology with proinsulin. J Biol Chem,
253, 2769-2776. 
Rohrer, B., Pinto, F.R., Hulse, K.E., Lohr, H.R., Zhang, L. and Almeida, J.S. (2004) 
Multidestructive pathways triggered in photoreceptor cell death of the rd mouse 
as determined through gene expression profiling. J Biol Chem, 279, 41903-
41910.
Rosenzweig, J.L., Havrankova, J., Lesniak, M.A., Brownstein, M. and Roth, J. (1980) 
Insulin is ubiquitous in extrapancreatic tissues of rats and humans. Proc Natl 
Acad Sci U S A, 77, 572-576. 
Roth, K.A. and D'Sa, C. (2001) Apoptosis and brain development. Ment Retard Dev 
Disabil Res Rev, 7, 261-266. 
Rubenstein, J.L., Martinez, S., Shimamura, K. and Puelles, L. (1994) The embryonic 
vertebrate forebrain: the prosomeric model. Science, 266, 578-580. 
Rubio, E., Valenciano, A.I., Segundo, C., Sanchez, N., de Pablo, F. and de la Rosa, E.J. 
(2002) Programmed cell death in the neurulating embryo is prevented by the 
chaperone heat shock cognate 70. Eur J Neurosci, 15, 1646-1654. 
Seino, S., Seino, M., Nishi, S. and Bell, G.I. (1989) Structure of the human insulin 




Shen, J., Yang, X., Dong, A., Petters, R.M., Peng, Y.W., Wong, F. and Campochiaro, 
P.A. (2005) Oxidative damage is a potential cause of cone cell death in retinitis 
pigmentosa. J Cell Physiol, 203, 457-464. 
Shuldiner, A.R., de Pablo, F., Moore, C.A. and Roth, J. (1991) Two nonallelic insulin 
genes in Xenopus laevis are expressed differentially during neurulation in 
prepancreatic embryos. Proc Natl Acad Sci U S A, 88, 7679-7683. 
Soares, M.B., Schon, E., Henderson, A., Karathanasis, S.K., Cate, R., Zeitlin, S., 
Chirgwin, J. and Efstratiadis, A. (1985) RNA-mediated gene duplication: the rat 
preproinsulin I gene is a functional retroposon. Mol Cell Biol, 5, 2090-2103. 
Steinberg, I.Z. (1987) Frequencies of paired open-closed durations of ion channels. 
Method of evaluation from single-channel recordings. Biophys J, 52, 47-55. 
Steiner, D.F., Docherty, K. and Carroll, R. (1984) Golgi/granule processing of peptide 
hormone and neuropeptide precursors: a minireview. J Cell Biochem, 24, 121-
130.
Steiner, D.F., Tager, H.S., Chan, S.J., Nanjo, K., Sanke, T. and Rubenstein, A.H. (1990) 
Lessons learned from molecular biology of insulin-gene mutations. Diabetes
Care, 13, 600-609. 
Stella, S.L., Jr., Bryson, E.J. and Thoreson, W.B. (2001) Insulin inhibits voltage-
dependent calcium influx into rod photoreceptors. Neuroreport, 12, 947-951. 
Strasser, A., O'Connor, L. and Dixit, V.M. (2000) Apoptosis signaling. Annu Rev 
Biochem, 69, 217-245. 
Strettoi, E., Pignatelli, V., Rossi, C., Porciatti, V. and Falsini, B. (2003) Remodeling of 
second-order neurons in the retina of rd/rd mutant mice. Vision Res, 43, 867-
877.
Strettoi, E., Porciatti, V., Falsini, B., Pignatelli, V. and Rossi, C. (2002) Morphological 
and functional abnormalities in the inner retina of the rd/rd mouse. J Neurosci,
22, 5492-5504. 
Sung, C.H., Makino, C., Baylor, D. and Nathans, J. (1994) A rhodopsin gene mutation 
responsible for autosomal dominant retinitis pigmentosa results in a protein that 
is defective in localization to the photoreceptor outer segment. J Neurosci, 14,
5818-5833.
Takano, Y., Ohguro, H., Dezawa, M., Ishikawa, H., Yamazaki, H., Ohguro, I., Mamiya, 
K., Metoki, T., Ishikawa, F. and Nakazawa, M. (2004) Study of drug effects of 
calcium channel blockers on retinal degeneration of rd mouse. Biochem Biophys 
Res Commun, 313, 1015-1022. 
Tao, W., Wen, R., Goddard, M.B., Sherman, S.D., O'Rourke, P.J., Stabila, P.F., Bell, 
W.J., Dean, B.J., Kauper, K.A., Budz, V.A., Tsiaras, W.G., Acland, G.M., 
Pearce-Kelling, S., Laties, A.M. and Aguirre, G.D. (2002) Encapsulated cell-
BIBLIOGRAFÍA
127
based delivery of CNTF reduces photoreceptor degeneration in animal models 
of retinitis pigmentosa. Invest Ophthalmol Vis Sci, 43, 3292-3298. 
Torres Aleman, I. (2005) Role of insulin-like growth factors in neuronal plasticity and 
neuroprotection. Adv Exp Med Biol, 567, 243-258. 
Travis, G.H., Brennan, M.B., Danielson, P.E., Kozak, C.A. and Sutcliffe, J.G. (1989) 
Identification of a photoreceptor-specific mRNA encoded by the gene 
responsible for retinal degeneration slow (rds). Nature, 338, 70-73. 
Trejo, J.L., Carro, E., Garcia-Galloway, E. and Torres-Aleman, I. (2004) Role of 
insulin-like growth factor I signaling in neurodegenerative diseases. J Mol Med,
82, 156-162. 
Trump, B.F. and Berezesky, I.K. (1996) The role of altered [Ca2+]i regulation in 
apoptosis, oncosis, and necrosis. Biochim Biophys Acta, 1313, 173-178. 
Tuch, B.E. (1992) Xenografts of human fetal pancreas regulate blood glucose to human 
levels. Transplant Proc, 24, 977-978. 
Ullrich, A., Bell, J.R., Chen, E.Y., Herrera, R., Petruzzelli, L.M., Dull, T.J., Gray, A., 
Coussens, L., Liao, Y.C., Tsubokawa, M. and et al. (1985) Human insulin 
receptor and its relationship to the tyrosine kinase family of oncogenes. Nature,
313, 756-761. 
Ullrich, A., Riedel, H., Yarden, Y., Coussens, L., Gray, A., Dull, T., Schlessinger, J., 
Waterfield, M.D. and Parker, P.J. (1986) Protein kinases in cellular signal 
transduction: tyrosine kinase growth factor receptors and protein kinase C. Cold 
Spring Harb Symp Quant Biol, 51 Pt 2, 713-724. 
Varela-Nieto, I., de la Rosa, E.J., Valenciano, A.I. and Leon, Y. (2003) Cell death in the 
nervous system: lessons from insulin and insulin-like growth factors. Mol
Neurobiol, 28, 23-50. 
Varela, C., Igartua, I., De la Rosa, E.J. and De la Villa, P. (2003) Functional 
modifications in rod bipolar cells in a mouse model of retinitis pigmentosa. 
Vision Res, 43, 879-885. 
Wang, D.Y., Chan, W.M., Tam, P.O., Baum, L., Lam, D.S., Chong, K.K., Fan, B.J. and 
Pang, C.P. (2005) Gene mutations in retinitis pigmentosa and their clinical 
implications. Clin Chim Acta, 351, 5-16. 
Wang, S., Villegas-Perez, M.P., Vidal-Sanz, M. and Lund, R.D. (2000) Progressive 
optic axon dystrophy and vacuslar changes in rd mice. Invest Ophthalmol Vis 
Sci, 41, 537-545. 
Wong, P. (1994) Apoptosis, retinitis pigmentosa, and degeneration. Biochem Cell Biol,
72, 489-498. 
Yeo, W. and Gautier, J. (2004) Early neural cell death: dying to become neurons. Dev
Biol, 274, 233-244. 
BIBLIOGRAFÍA
128
Yi, X., Schubert, M., Peachey, N.S., Suzuma, K., Burks, D.J., Kushner, J.A., Suzuma, 
I., Cahill, C., Flint, C.L., Dow, M.A., Leshan, R.L., King, G.L. and White, M.F. 
(2005) Insulin receptor substrate 2 is essential for maturation and survival of 
photoreceptor cells. J Neurosci, 25, 1240-1248. 
Yoshizawa, K., Kiuchi, K., Nambu, H., Yang, J., Senzaki, H., Kiyozuka, Y., Shikata, N. 
and Tsubura, A. (2002) Caspase-3 inhibitor transiently delays inherited retinal 
degeneration in C3H mice carrying the rd gene. Graefes Arch Clin Exp 
Ophthalmol, 240, 214-219. 
Young, R.W. (1984) Cell death during differentiation of the retina in the mouse. J
Comp Neurol, 229, 362-373. 
Young, R.W. (1985) Cell proliferation during postnatal development of the retina in the 
mouse. Brain Res, 353, 229-239. 
Yu, X., Rajala, R.V., McGinnis, J.F., Li, F., Anderson, R.E., Yan, X., Li, S., Elias, R.V., 
Knapp, R.R., Zhou, X. and Cao, W. (2004) Involvement of 
insulin/phosphoinositide 3-kinase/Akt signal pathway in 17 beta-estradiol-
mediated neuroprotection. J Biol Chem, 279, 13086-13094. 
Yuan, J. and Yankner, B.A. (2000) Apoptosis in the nervous system. Nature, 407, 802-
809.
Zeiss, C.J., Neal, J. and Johnson, E.A. (2004) Caspase-3 in postnatal retinal 
development and degeneration. Invest Ophthalmol Vis Sci, 45, 964-970. 
